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สุรนารี ท่ีให้ความอนุเคราะห์เครื่องมือและอุปกรณ์ส าหรับการวิจัย ขอขอบคุณฟาร์มมหาวิทยาลัย 
เทคโนโลยีสุรนารี (ฟาร์มสัตว์ปีก) รศ.ดร.อมรรัตน์ โมฬี หัวหน้าโครงการวิจัยไก่เนื้อโคราช และคุณธีระชัย 
ช่อไม้ ผู้อ านวยการศูนย์วิจัยและบ ารุงพันธุ์สัตว์กบินทร์บุรี จังหวัดปราจีนบุรี  ท่ีให้ความอนุเคราะห์สถานท่ี 
และสัตว์ทดลอง ตลอดจนนักวิชาการ และเจ้าหน้าท่ีประจ าศูนย์วิจัยและบ ารุงพันธุ์สัตว์กบินทร์บุรีทุก  ๆ 










เหลืองหางขาว แบ่งการศึกษาออกเป็น 2 การทดลอง ดังนี้ 1) ผลของสาร extender และสาร cryoprotectant 
ต่อคุณภาพน้้าเช้ือและอัตราการผสมติดในไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวท่ีผ่านการเก็บรักษาแบบแช่แข็ง 
และ 2) ผลของชนิดและระดับความเข้มข้นของสาร antioxidant ท่ีเหมาะสมต่อคุณภาพน้้าเช้ือและอัตราการ
ผสมติดในไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวท่ีผ่านการเก็บรักษาแบบแช่แข็ง 
การทดลองท่ี 1 ท้าการเก็บรักษาน้้าเช้ือไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวแบบแช่แข็ง โดยใช้สาร 
extender 8 ชนิด (modified extender ท่ีมีค่าออสโมลาลิต้ีท่ีระดับต่าง ๆ (300, 350 และ 400 mOsm kg-1), 
Lake’s diluent, BPSE, IGGKP, EK และ Schramm) ใช้สารไครโอโพรเทคแทนท์ 3 ชนิด (DMF, DMA, DMSO) 
ท่ีระดับความเข้มข้น 6% โดยใช้วิธีการลดอุณหภูมิแบบอังไนโตรเจนเหลว และประเมินคุณภาพของน้้าเช้ือแช่
แข็งจากอัตราการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิต อัตราการผสมติด ความสมบูรณ์ของอะโครโซมด้วยสี fluorescein 
isothiocyanate conjugated peanut agglutinin (FITC-PNA) ร่วมกับ propidium iodide (PI) และการท้างาน
ของไมโตคอนเดรีย ด้วยสี Rhodamine 123 ร่วมกับ propidium iodide (PI) จากการศึกษาพบว่า เมื่อใช้ 6% 
DMF ร่วมกับ EK ให้อัตราการผสมติดสูงสุด เท่ากับ 42.37±1.45% (46% ของน้้าเช้ือสด) ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับ
ผลการประเมินความสมบูรณ์ของอะโครโซมพบอสุจิมีชีวิตและอะโครโซมสมบูรณ์เท่ากับ 51.00±3.21% และ
การท้างานของไมโตรคอนเดรียสมบูรณ์เท่ากับ 52.00±3.79% ซึ่งสูงกว่าเมื่อเทียบกับทรีทเมนต์อื่น ๆ (P<0.05) 
ศึกษาผลของการเสริมสารต้านอนุมูลอิสระ 3 ชนิด ท่ี 3 ระดับความเข้มข้น ได้แก่ วิตามินอี ท่ีระดับ
ความเข้มข้น 1.16, 2.32 และ 3.48 mM ซีสเทอีนท่ีระดับความเข้มข้น 0.5, 1.0 และ 5.0 mM และ กลูต้าไธโอน
ท่ีระดับความเข้มข้น 0.025, 0.05 และ 0.1 mM และประเมินคุณภาพของน้้าเช้ือแช่แข็งจากอัตราการเคล่ือนท่ี 
อัตราการมีชีวิต อัตราการผสมติด และการเกิดปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน พบว่า การเสริมวิตามินอีท่ี 
ระดับความเข้มข้น 2.32 mM ให้อัตราการผสมติดเท่ากับ 63.02±5.26% (65% ของน้้าเช้ือสด) ซึ่งสูงและ
แตกต่างกว่ากลุ่มท่ีไม่มีการเสริมวิตามินอี (P<0.05) และให้ผลการเกิดปริมาณของ MDA ต้่าเท่ากับ 2.68±0.04 
nmol/50x106 spz. เมื่อเปรียบเทียบกับทรีทเมนต์อื่น ๆ  (P<0.05) และพบว่าการเสริมวิตามินอีท่ีระดับความ
เข้มข้น 2.32 mM ส่งผลให้อัตราการเคล่ือนท่ีรวม (68.00±3.46%), อัตราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้า 
(39.33±2.91%) และอัตราการมีชีวิตรอด (54.00±2.65%) สูงท่ีสุดเมื่อเปรียบเทียบกับทรีทเมนต์อื่น ๆ 
(P<0.05) การเสริมซีสเทอีนท่ีระดับความเข้มข้น 5.0 mM และ กลูต้าไธโอนท่ีระดับความเข้มข้น 0.1 mM 






The present study examined the feasibility of antioxidant on frozen semen quality in 
native chickens (Leung Hang Kao). Two experiments were carried out: (1) investigate the effect 
of extenders and cryoprotectants on quality of sperm and fertility rate of native chickens (Leung 
Hang Kao), (2) determine the effects of antioxidant on frozen semen quality and fertility rate of 
native chickens (Leung Hang Kao). 
The first experiment was to investigate the effects of eight extenders ( modified 
extenders with osmotic pressure 300, 350 and 400 mOsm kg-1, Lake’ s diluent, BPSE, IGGKP, EK 
and Schramm), three cryoprotectants (dimethyl acetamide-DMA, dimethyl formamide-DMF and 
dimethyl sulfoxide-DMSO,) at concentrations of 6% on the cryopreservation of native chicken 
(Leung Hang Kao) semen. Sperm samples were frozen using a liquid nitrogen vapour in 500 μL 
straws and stored for seven days in a liquid nitrogen container.  They were then thawed at 5 ๐
C for 5 min, and motility, viability, fertility, acrosome integrity and mitochondria function rates 
were assessed. The highest fertility rate of 42.37±1.45% (46% of control), acrosome integrity of 
51.00±3.21% and mitochondria activity of 52.00 ± 3.79% were achieved with the combination 
of 6% DMF and EK as the extender. These results were higher when compared with the other 
treatments (P<0.05). 
Three antioxidants with three concentrations of vitamin E at concentrations at 1.16, 
2.32 and 3.48 mM, cysteine at 0.5, 1.0 and 5.0 mM and glutathione at 0.025, 0.05 and 0.1 mM 
on the cryopreservation of native chicken (Leung Hang Kao)  sperm were investigated.  Semen 
was diluted with EK as the extender, mixed with each antioxidant and 6% DMF was added. 
Frozen sperm was thawed, and motility, viability, fertility rates and lipid peroxidation were 
assessed.  It was found that vitamin E at a concentration of 2.32 mM yielded a higher fertility 
rate of 63.02±5.26% (65% of control) and a lower MDA of 2.68± 0.04 nmol/50x106 spz. when 
compared with the other treatments (P<0.05) .  The highest motility rate of 68.00±3.46% , 
progressive motility rate of 39.33±2.91%, and viability rate of 54.00±2.65% were also achieved 
from vitamin E at a concentration of 2.32 mM.  The supplement cysteine at 5.0 mM and 0.1 
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1.1 ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำในกำรท ำงำนวิจัย 
ไก่พื้นเมืองเป็นสัตว์ท่ีมีความส าคัญในการเป็นแหล่งอาหารโปรตีน และมีความส าคัญต่อเศรษฐกิจ
ชุมชน ซึ่งเนื้อไก่พื้นเมืองถือได้ว่าเป็นแหล่งโปรตีนท่ีมีรสชาติดี, มีเนื้อแน่น และมีไขมันน้อย จึงท าให้ไก่
พื้นเมืองมีราคาสูงกว่าไก่กระทงประมาณ 20-30% (วัลลภ, 2544) นอกจากนี้ยังได้มีการจัดต้ังชมรม สมาคม
เพื่ออนุรักษ์และพัฒนาสายพันธุ์ไก่พื้นเมืองให้เป็นสายพันธุ์ไก่ชนอีกด้วย แต่ในช่วงท่ีผ่านมาได้เกิดการ
ระบาดของโรคในสัตว์ปีก ได้แก่ โรคนิวคาสเซิล, โรคไข้หวัดนกสายพันธุ์ H5N1 และจากข้อมูลในปี พ.ศ. 
2557 ได้มีการตรวจพบเช้ือไข้หวัดนกชนิดรุนแรงสายพันธุ์ H5N2 ในฟาร์มเล้ียงไก่และไก่งวงท่ีประเทศ
แคนาดา จึงส่งผลให้สัตว์ปีกตายนับหมื่นตัว ซึ่งก่อนหน้านี้ในปีเดียวกัน ได้มีการรายงานถึงการระบาดของ
ไข้หวัดนกชนิดรุนแรงสายพันธุ์ H5N8 ในประเทศแถบยุโรป เช่น เยอรมัน, อังกฤษ, เนเธอร์แลนด์ ส่งผลให้
สัตว์ปีก เช่น เป็ด, ไก่, ไก่งวง ท่ีเล้ียงไว้ในฟาร์มล้มตายจ านวนมาก และเป็นผลให้รัฐบาลของแต่ละประเทศ
ต้องออกมาตรการก าจัดสัตว์ปีกจ านวนหลายแสนตัว (สถาบันวิ จัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข 




สัตว์ปีกเป็นจ านวนมากเช่นกัน จึงท าให้รัฐบาลต้องออกมาตรการควบคุมการระบาดของโรคไข้หวัดนก โดย
การท าลายสัตว์ปีกท่ีเป็นพาหะซึ่งรวมถึงไก่พื้นเมืองด้วยประมาณ 60,811,081 ตัว (ศูนย์ควบคุมโรคไข้หวัด
นก ส านักควบคุมป้องกันและบ าบัดโรคสัตว์ กรมปศุสัตว์, 2549) ซึ่งการท าลายไก่เป็นจ านวนมากนี้ ส่งผล
ให้ไก่ท่ีมีพันธุกรรมท่ีดีลดจ านวนลง ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาการอนุรักษ์พันธุกรรมของไก่พื้นเมืองไทยอย่าง
เร่งด่วน และเทคโนโลยีท่ีมีบทบาทช่วยในการอนุรักษ์พันธุกรรมท่ีส าคัญและมีความเป็นไปได้ในการผลิต




รักษาน้ าเช้ือไก่แบบระยะส้ันแล้ว ยังมีอีกหนึ่งเทคโนโลยีท่ีส าคัญในการเก็บรักษาพันธุกรรมของสัตว์ปีกนั่นก็
คือ การเก็บรักษาน้ าเช้ือแบบแช่แข็ง ซึ่งการเก็บรักษาน้ าเช้ือแบบแช่แข็งนั้น จะต้องอาศัยการท างานของ
สาร extender และ สาร cryoprotectant เพื่อป้องกันเซลล์อสุจิจากความเย็นท่ีใช้เหนี่ยวน าในระหว่าง
กระบวนการแช่แข็ง แต่จากรายงานการศึกษาท่ีผ่านมา พบว่า การขยายพันธุ์สัตว์ปีกโดยใช้น้ าเช้ือไก่แบบแช่
2 
แข็งนั้นยังมีการน าไปใช้ค่อนข้างน้อยมาก เนื่องจากพบปัญหาอัตราการผสมติดต่ า (Donoghue and 
Wishart, 2000) เนื่องจากในระหว่างกระบวนการลดอุณหภูมิ และการละลายน้ าเช้ือแช่แข็งมีผลท าให้
ลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของเซลล์เมมเบรนของตัวอสุจิเปล่ียนแปลงไป ซึ่งส่งผลท าให้อัตราการ
เคล่ือนท่ี, อัตราการมีชีวิตรอด และอัตราการผสมติดลดลง (Gadea et al., 2004; Satorre et al., 2007) 
เนื่องจากโครงสร้างเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิจะประกอบด้วยกรดไขมันไม่อิ่มตัว (unsaturated fatty acid) จ านวน
มาก ซึ่งในเย่ือหุ้มเซลล์อสุจิของไก่นั้นจะมี phospholipids ประกอบอยู่มากถึง 66.4-70.7% ของไขมัน
ท้ังหมด (Surai et al., 2001) จึงท าให้มีความไวต่อการเกิดปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิ เดช่ัน (Lipid 
peroxidation; LPO) ถึงแม้ภายในเซมินอลพลาสมาจะมีสารต้านอนุมูลอิสระก็ตาม แต่ก็สามารถช่วย
ป้องกันการเกิดเปอร์ออกซิเดช่ันได้เพียงช่ัวคราว ฉะนั้นในการเก็บรักษาน้ าเช้ือภายนอกร่างกายในระยะเวลา
ท่ียาวนานจึงไม่สามารถป้องกันการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ันได้ท้ังในสัตว์ปีกและสัตว์เล้ียงลูกด้วยนม 
(Breque et al., 2003) ส าหรับน้ าเช้ือแบบแช่แข็งขั้นตอนหรือกระบวนการต่าง ๆ มีผลต่อการลดปริมาณ
สารต้านอนุมูลอิสระ และการเพิ่มปริมาณกลุ่ม reactive oxygen species (ROS) (Bilodeau et al., 2001) 
จึงเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ันเพิ่มสูงขึ้น ส่งผลให้คุณภาพของตัวอสุจิของน้ าเช้ือแบบแช่แข็งต่ าลง รวมถึง
ความสามารถในการปฏิสนธิต่ าลงด้วย นอกจากนี้ Safarinejad et al. (2010) และ Fang et al. (2002) 
พบว่า การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน ท าให้มีการผลิตสารอนุมูลอิสระ (ROS) ซึ่งจะส่งผลเสียต่อเยื่อหุ้มเซลล์
ของตัวอสุจิ และท าให้กลไกหรือหน้าท่ีความสมบูรณ์พันธุ์ของเพศผู้สูญเสียไป โดยจะมีผลท าให้อัตราการ
เคล่ือนท่ีของตัวอสุจิลดลง เกิดการยับยั้งการใช้ออกซิเจนของตัวอสุจิ DNA ของตัวอสุจิถูกท าลาย และ 
enzyme ท่ีส าคัญต่าง ๆ ท่ีท าหน้าท่ีในการเจาะไข่ของตัวเมียถูกท าลายจึงส่งผลท าให้อัตราการผสมติดลดลง
(Kaeoket et al., 2008) ซึ่งในช่วงท่ีผ่านมาได้มีรายงานการศึกษาถึงผลดีในการเสริมสารต้านอนุมูลอิสระใน
น้ าเช้ือของสัตว์ชนิดต่าง ๆ ตัวอย่างเช่น มีการเสริมออกซิไดส์กลูต้าไธโอน (oxidizes glutathione), โบวาย
เซรั่มอัลบลูมิน (bovine serum albumin), ซีสเทอีน (cysteine) และ ไลโคปีน (lycopene) ในน้ าเช้ือแพะ 
(Uysal and Bucak, 2007), การเสริมซีสเทอีนในน้ าเช้ือสุกร (Kaeoket et al., 2008), การเสริมกลูต้าไธโอน
ในน้ าเช้ือกระบือ (Ansari et al., 2011), การเสริมวิตามินอี (Vitamin E) ในน้ าเช้ือแกะ (Andreea and 
Stela, 2010) และการเสริมซีสเทอีน และ กลูต้าไธโอน ในน้ าเช้ือไก่พื้นเมืองสายพันธุ์ประดู่หางด า (เทวินทร์ 
และคณะ, 2555) พบว่า การเสริมสารต้านอนุมูลอิสระก่อนท าการเก็บรักษาน้ าเช้ือจะสามารถลดการ
ปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน และมีผลท าให้อัตราการตายของตัวอสุจิลดลง ซึ่งจากข้อมูลท่ีรวบรวมมา พบว่า มี
ข้อมูลของการน าสารต้านอนุมูลอิสระมาใช้ในการเพิ่มประสิทธิภาพของน้ าเช้ือไก่ท่ีเก็บรักษาแบบแช่แข็ง







 1.2.1 เพื่อศึกษาชนิดของสาร extender และสาร cryoprotectant ต่อการเก็บรักษาน้ าเช้ือไก่
พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวแบบแช่แข็ง  




ท าให้ทราบชนิดของสาร extender และสาร cryoprotectant ท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บรักษา
น้ าเช้ือไก่พื้นเมืองสายพันธุ์ เหลืองหางขาวแบบแช่แข็ง ทราบชนิดและระดับความเข้มข้นของสาร 
antioxidant ท่ีเหมาะสมต่อคุณภาพน้ าเช้ือ เพื่อจะน าองค์ความรู้ดังกล่าวไปเพิ่มประสิทธิภาพในการเพิ่ม
ผลผลิตไก่พื้นเมืองต่อไป อีกท้ังยังน าไปสู่การใช้ประโยชน์ในหน่วยงานขององค์กรภาครัฐท่ีเกี่ยวข้องกับการ
อนุรักษ์พันธุกรรมและความหลากหลายทางชีวภาพในการเก็บรักษาเป็นคลังอสุจิ (sperm bank) หรือ
สามารถน าน้ าเช้ือไก่แบบแช่แข็งไปใช้ในเชิงพาณิชย์เพื่อการส่งออก  
บทที่ 2 
วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
2.1 อสุจิของสัตว์ปีก (Spermatozoa) 
ตัวอสุจิของไก่มีลักษณะคล้ายไส้เดือน มีความยาวประมาณ 100 มิลลิไมครอน ประกอบด้วย 3 ส่วน 
คือ 1) ส่วนหัว มีขนาดยาวประมาณ 12.5 มิลลิไมครอน ภายในประกอบด้วยนิวเคลียส (nucleus) ซึ่งจะ
บรรจุสารพันธุกรรม (deoxyribonucleic acid, DNA) และโปรตีนฮีสโตน หรือโปรตามีน และมี  
cytoplasm อยู่ปริมาณน้อย นอกจากนี้ยังมีอะโครโซม (acrosome) ซึ่งเปล่ียนแปลงมาจาก Golgi 
apparatus ประกอบด้วย ผนังสองช้ัน มีลักษณะคล้ายกระสุนปืน เป็นส่วนท่ีครอบหัวอสุจิประมาณ 2 ใน 
3 ส่วน ภายในบรรจุเอนไซม์หลายชนิด เช่น proacrosin, hyaluronidase, esterase และ hydrolase ซึ่ง
เกี่ยวข้องกับการปฏิสนธิ โดย hyaluronidase จะเข้าไปสลายกลุ่ม cumulus cell, acrosin และ zona 
pellucida ของเซลล์ไข ่2) ส่วน midpiece ยังประกอบไปด้วยไมโตรคอนเดรีย (mitochondria) ประมาณ 
30 อัน เรียงตัวเป็นเกลียวรอบ ๆ ไมโครทิวบูล (microtubule) เพื่อสร้างพลังงานให้กับตัวอสุจิ และ 3) 
ส่วนหาง ยาวประมาณ 80 มิลลิไมครอน จะประกอบด้วยเส้นใยเล็ก ๆ เรียงตัวเป็นคู่วางตามแนวยาวไป
จนถึงส่วนปลายหาง โดยจะถูกล้อมรอบด้วยเส้นใยอีก 9 คู่ เพื่อช่วยให้อสุจิเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าได้ โดย
โครงสร้างตัวอสุจิของไก่ดังแสดงในภาพท่ี 2.1 
 
ภาพที่ 2.1 โครงสร้างตัวอสุจิของไก่ 




 การเก็บรักษาน้้าเช้ือแบบแช่แข็งในสัตว์ปีกนั้นจะต้องอาศัยการท้างานของสาร extender ร่วมกับ
สาร cryoprotectant โดยสาร extender จะใช้เพื่อเพิ่มปริมาตรน้้าเช้ือ รักษาคุณสมบัติและการท้างาน
ของเซลล์อสุจิ มีบทบาทในการควบคุม pH, แรงดันออสโมติก, เป็นแหล่งพลังงานให้กับตัวอสุจิเพื่อใช้ใน
กระบวนการเมตาบอลิซึม และช่วยยืดระยะเวลาการเคล่ือนท่ีและการมีชีวิตให้กับตัวอสุจิ โดยพบว่า 
โซเดียมกลูตาเมท (sodium glutamate) เป็นสารท่ีเป็นส่วนประกอบส้าคัญของสาร extender ในการเก็บ
รักษาน้้าเช้ือสัตว์ปีก ซึ่งมีคุณสมบัติในการควบคุมแรงดันออสโมติก (Lake, 1960) และมีคุณสมบัติในการ
ยืดระยะเวลาในการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิ (Donoghue and Wishart, 2000) โดยชนิดของสาร extender 
ท่ีเลือกใช้นั้นควรมีค่า pH และค่าออสโมลาลิต้ีใกล้เคียงกับ seminal fluid ของน้้าเช้ือสัตว์ท่ีท้าการศึกษา 
เนื่องจากค่า pH ของสาร extender มีผลต่ออัตราเมตาบอลิซึมและการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิ ซึ่งค่า pH ท่ี
เหมาะสมในสัตว์ปีกจะอยู่ในช่วงระหว่าง 6.0-8.0 (Siudzinska and Lukaszewicz, 2008) และปัจจัยท่ี
ส้าคัญอีกประการหนึ่งคือ ค่าออสโมลาลิต้ี ซึ่งค่าออสโมลาลิต้ีท่ีเหมาะสมส้าหรับการเก็บรักษาน้้าเช้ือสัตว์
ปีกจะอยู่ในช่วงระหว่าง 250-460 mOsm kg-1 (Siudzinska and Lukaszewicz, 2008) หากอสุจิอยู่ใน
สภาวะท่ีมีค่าออสโมลาลิต้ีต้่าจะท้าให้เซลล์อสุจิบวม แต่ถ้าอสุจิอยู่ในสภาวะท่ีมีค่าออสโมลาลิต้ีสูงจะท้าให้
เซลล์อสุจิมีการสูญเสียน้้าและเกิดภาวะเซลล์เห่ียว (Donoghue and Wishart, 2000) สาร extender ท่ี
นิยมใช้อย่างกว้างขวางในไก่และไก่งวง ได้แก่ Lake’s diluent (Chalah, 1999), BPSE (Belsville Poultry 
Extender) (Sexton, 1977), IGGKP (Lukaszewicz, 2001) และ Schramm (Chalah, 1999) และท่ีผ่าน
มาได้มีการศึกษาผลของสาร extender ต่อการเก็บรักษาน้้าเช้ือในสัตว์ปีกหลายชนิด โดย Laffaldano et 
al. (2005) ได้ศึกษาผลของสาร BPSE, Lake’s diluent และ IGGKP ในการเก็บรักษาน้้าเช้ือไก่งวงท่ี
ระยะเวลาการเก็บ 3, 24 และ 48 ช่ัวโมง และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส พบว่า ท่ีระยะเวลา
การเก็บรักษา 3 ช่ัวโมง เมื่อใช้ BPSE, Lake’s diluent และ IGGKP ให้อัตราการเคล่ือนท่ี, อัตราการมีชีวิต 
และความสมบูรณ์ของเย้ือหุ้มเซลล์อสุจิไม่แตกต่างกัน (P>0.05) และเมื่อท้าการเก็บรักษาในระยะเวลาท่ี
เพิ่มขึ้นเป็น 24 และ 48 ช่ัวโมง พบว่า เมื่อใช้ BPSE ให้อัตราการเคล่ือนท่ี, อัตราการมีชีวิต และความ
สมบูรณ์ของเย้ือหุ้มเซลล์อสุจิสูงกว่าการใช้ Lake’s diluent และ IGGKP (P<0.05) ส้าหรับการศึกษาของ 
Penfold et al. (2001) ก็พบว่า สามารถใช้ BPSE ในการเก็บรักษาน้้าเช้ือเป็ดสายพันธุ์ Northern pintail 
ได้นานถึง 48 ช่ัวโมง ซึ่งให้อัตราการเคล่ือนท่ีรวม, อัตราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้า และอัตราการผสมติดไม่
แตกต่างจากการเก็บรักษาท่ีระยะเวลา 0 ช่ัวโมง (P>0.05) ส้าหรับ Siudzinska and Lukaszewicz 
(2008) ได้ศึกษาผลของสาร Lake’s diluent, EK และ Tselutin ต่อลักษณะทางกายวิภาค (morphology) 
ของตัวอสุจิในการเก็บรักษาน้้าเช้ือไก่ 4 สายพันธุ์ ได้แก่ White Crested Black, Polish Italian Partridge, 
Green Legged Partridge และ Black Minorca ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 3, 6 และ 24 ช่ัวโมง โดยเก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบว่า สาร Lake’s diluted, EK และ Tselutin ท้าให้เกิดความผิดปกติ
บริเวณหัว midpiece ความผิดปกติอื่น ๆ และอัตราการมีชีวิตไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>
6 
0.05) ยกเว้นความผิดปกติบริเวณคอ โดยพบว่า EK ท้าให้เกิดความผิดปกติบริเวณคอน้อยท่ีสุดในการเก็บ
รักษาน้้าเช้ือไก่ท้ัง 4 พันธุ์ นอกจากนี้เทวินทร์ และคณะ (2550) ได้ศึกษาผลของสาร Lake’s diluent, 
Tselutin, Schramm, BPSE และ IGGKP ในการเก็บรักษาน้้าเช้ือไก่ 3 สายพันธุ์ (เหลืองหางขาว, คละสี 
และโร๊ดไอส์แลนด์เรด) ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 1, 3 และ 6 ช่ัวโมง โดยเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 41 องศา
เซลเซียส พบว่า เมื่อเก็บรักษาท่ีระยะเวลา 6 ช่ัวโมง การใช้ BPSE และ IGGKP ให้อัตราการเคล่ือนท่ีและ
อัตราการมีชีวิตไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุมในการเก็บรักษาน้้าเช้ือไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวและ
คละสี (P>0.05) ส้าหรับการเก็บรักษาน้้าเช้ือไก่โร๊ดไอแลนด์เรด พบว่า เมื่อใช้ IGGKP ให้อัตราการเคล่ือนท่ี
และอัตราการมีชีวิตสูงท่ีสุด จากการศึกษาของเทวินทร์ และยุพิน (2550) ได้ท้าการทดสอบอัตราการผสม
ติดของการเก็บรักษาน้้าเช้ือไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวและคละสีรวมกัน ท่ีระยะเวลาการเก็บ
รักษา 1 ช่ัวโมง พบว่า การใช้ Lake’s diluent, Tselutin, Schramm, BPSE และ IGGKP ให้อัตราการ
ผสมติดไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05)  
 นอกจากการเลือกใช้สาร extender ในการเก็บรักษาน้้าเช้ือแล้วนั้นยังต้องอาศัยการท้างานของ
สาร cryoprotectant ร่วมด้วย โดยสาร cryoprotectant เป็นสารท่ีส้าคัญในการเก็บรักษาน้้าเช้ือแบบแช่
แข็ง มีหน้าท่ีช่วยป้องกันอันตรายแก่เซลล์อสุจิในระหว่างกระบวนการแช่แข็งและการละลาย สาร 
cryoprotectant แต่ละชนิดจะต้องมีระดับความเข้มข้น และระยะเวลา (equilibration time) ท่ีเหมาะสม 
เพื่อท่ีจะออกฤทธิ์และป้องกันการถูกท้าลายของเซลล์ หน้าท่ีของสาร cryoprotectant จะป้องกันการเกิด
เกล็ดน้้าแข็งภายในเซลล์, ป้องกันการลดขนาดของเซลล์ และอันตรายอันเนื่องมาจากความไม่สมดุลของ
เกลือแร่และอิเล็กโทรไลท์ โดยสาร cryoprotectant จะช่วยปรับเปล่ียนให้เกิดความสมดุลของโซเดียม
ระหว่างภายในและภายนอกเซลล์โดยการขนส่งโซเดียมเข้าสู่ภายในเซลล์ เนื่องจากโซเดียมอิออน มี
ความสามารถจับกับน้้าได้ ดังนั้นจึงเป็นการขนส่งน้้าเข้าสู่เซลล์ และการแพร่ของสาร cryoprotectant เข้า
สู่เซลล์ก็เป็นการเข้าไปแทนท่ีน้้าท่ีแพร่ออกจากเซลล์ ซึ่งเป็นผลมาจากการเปล่ียนแปลงของแรงดันออสโม
ซิส อันเนื่องมาจากการเกิดเกล็ดน้้าแข็งภายนอกเซลล์ก่อนท่ีของเหลวภายในเซลล์จะแข็งตัว  สาร 
cryoprotectant สามารถช่วยคงไว้ของคุณสมบัติของเย่ือหุ้มเซลล์และเย่ือหุ้มออแกเนลส์ซึ่งยังไม่มีการ
อธิบายของกลไกการท้างาน  
 สาร cryoprotectant ท่ีน้ามาใช้ในการเก็บรักษาน้้าเช้ือสัตว์ปีกมีหลายชนิด เช่น glycerol, 
DMSO, DMA, DMF และ EG เป็นต้น และในอดีตท่ีผ่านมาได้มีการศึกษาผลของสาร cryoprotectant 
ร่วมกับสาร extender หลายชนิดในการเก็บรักษาน้้าเช้ือไก่ ซึ่งจากการศึกษาของ Tseluntin et al. 
(1999) พบว่า เมื่อใช้ DMA ท่ีระดับความเข้มข้น 6% ร่วมกับ Lake’s diluent ในการเก็บรักษาน้้าเช้ือไก่
สายพันธุ์ทางการค้า (type I99 roosters) โดยใช้วิธีการลดอุณหภูมิแบบเม็ดให้อัตราการผสมติด 
(92.7±4.1%) ไม่แตกต่างจากการใช้น้้าเช้ือสด (94.7±0.4%) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Chalah et 
al. (1999) ก็พบว่าเมื่อใช้ DMA ท่ีระดับความเข้มข้น 6% ร่วมกับ Lake’s diluent ในการเก็บรักษาน้้าเช้ือ
ไก่สายพันธุ์การค้า (Shaver Starbro) ด้วยวิธีการลดอุณหภูมิแบบเม็ดให้อัตราการผสมติด (88.0%) ไม่
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แตกต่างจากการใช้น้้าเช้ือสด (93.0%) นอกจากนี้การใช้ DMA ท่ีระดับความเข้มข้น 6% ยังประสบ
ความส้าเร็จในการเก็บรักษาน้้าเช้ือห่านโดยใช้ EK เป็นสาร extender ซึ่งพบว่า การเก็บรักษาน้้าเช้ือ
ห่านสายพันธุ์ Greylag ให้อัตราการผสมติดเท่ากับ 37.7% มีผลท้าให้เปอร์เซ็นต์การผสมติดสูงท่ีสุดและ
ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม (P>0.05) ส้าหรับการศึกษาของ Gee et al. (1993) ในการเก็บรักษาน้้าเช้ือ
นกเหยี่ยว (Falco sparverius) พบว่า การใช้ DMSO ท่ีระดับความเข้มข้น 6% ร่วมกับ BPSE ให้อัตราการ
ผสมติดสูงท่ีสุด (35.29%) (P<0.05) และนอกจากนี้เทวินทร์ และยุพิน (2550) ได้ท้าการศึกษาสาร extender 
ร่วมกับสาร cryoprotectant โดยใช้ BPSE เป็นสาร extender และใช้ glycerol, Dimethylacetamide 
(DMA), Ethylene glycol (EG) และ DMSO เป็นสาร cryoprotectant พบว่า การใช้สาร extender สูตร 
BPSE ร่วมกับ 6% DMSO นั้นช่วยให้อัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจิสูงขึ้นเมื่อเทียบกับสาร cryoprotectant 
ชนิดอื่น ๆ และจากการศึกษาของสุนทร และคณะ (2552) ได้เปรียบเทียบการใช้สาร glycerol ท่ีระดับ
ความเข้มข้น 10% และ DMF ท่ีระดับความเข้มข้น 6% โดยใช้ Sharnm เป็นสาร extender ในการเก็บ
รักษาน้้าเช้ือไก่พื้นเมืองด้วยวิธีการลดอุณหภูมิแบบอังไอไนโตรเจนเหลว พบว่า เมื่อใช้ glycerol ท่ีระดับ
ความเข้มข้น 10% ให้อัตราการเคล่ือนท่ี (60.00±7.50%) สูงกว่าการใช้ DMF ท่ีระดับความเข้มข้น 6% 
(42.8±4.6%) แต่สาร cryoprotectant ท้ังสองชนิดให้ผลอัตราการมีชีวิตไม่แตกต่างกัน (P>0.05) เมื่อ
น้าไปทดสอบอัตราการผสมติด พบว่า glycerol ท่ีระดับความเข้มข้น 10% ไม่ท้าให้เกิดการผสมติด (0%) 
ส้าหรับ DMF ท่ีระดับความเข้มข้น 6% ให้อัตราการผสมติดเท่ากับ 22.83±12.2%  
 จากผลการศึกษาเกี่ยวกับสาร extender และสาร cryoprotectant ต่อการเก็บรักษาน้้าเช้ือสัตว์
ปีก พบว่า การเลือกใช้สารท้ัง 2 ชนิด ยังมีความแปรปรวนหลากหลายในการเลือกใช้สารท้ัง 2 ชนิด ซึ่งการ
เลือกใช้ขึ้นอยู่กับชนิดของสัตว์ปีก และวิธีในการลดอุณหภูมิ นอกจากนี้การศึกษาผลของสาร extender 
และสาร cryoprotectant ในไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวยังมีการศึกษาค่อนข้างน้อย จึงไม่สามารถ
สรุปได้ว่าสาร extender และสาร cryoprotectant ชนิดใดท่ีเหมาะสมส้าหรับการเก็บรักษาน้้าเช้ือไก่
พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวแบบแช่แข็ง และจากการรวบรวมเอกสาร พบว่า การเก็บรักษาน้้าเช้ือไก่
พื้นเมืองนิยมใช้วิธีการลดอุณหภูมิแบบอังไอไนโตรเจนเหลว ดังนั้นควรมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงความ





(Polyunsaturated fatty acid) เป็นส่วนประกอบหลัก ซึ่งในไก่จะมี phospholipids ประกอบอยู่ในอสุจิ
มากถึง 66.4-70.7% ของไขมันท้ังหมด (Surai et al., 2001) การท่ีโครงสร้างของเซลล์อสุจิของไก่  
ประกอบด้วย กรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวเป็นจ้านวนมากนี้ จึงไวต่อการเกิดปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน
ท่ีจะท้าให้เกิดความเสียหายต่อโครงสร้างเซลล์อสุจิได้สูง (Breque et al., 2003) ซึ่งเมื่อเซลล์อสุจิท่ีมีชีวิต
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ถูกเก็บอยู่ในสภาวะท่ีใช้ออกซิเจน เช่น ระหว่างการแช่เย็น, แช่แข็ง และละลายตัวอสุจิภายหลังการแช่แข็ง 
กระบวนการเหล่านี้จะต้องการออกซิเจนเพื่อไปช่วยในกระบวนการสันดาป แต่อย่างไรก็ตามผลิตผลจาก
การสันดาปออกซิเจนท่ีมากเกินไป คือ Reactive Oxygen Species (ROS) จะเป็นสาเหตุท้าให้โครงสร้าง
เซลล์อสุจิเกิดความเสียหายและตายได้ โดย ROS คือ พวกอนุมูลอิสระท่ีมีอิเล็กตรอนไม่เข้าคู่ เช่น 
superoxide radicals (O2-), hydroxyl radicals (OH) หรือ hydrogen peroxide (H2O2) (Thuwanut, 
2007) ซึ่ง ROS เป็นโมเลกุลหรืออิเล็กตรอนโดดเด่ียวอยู่รอบนอกและมีอายุส้ันมากประมาณ 10-3-10-10 
วินาที จึงจัดเป็นโมเลกุลท่ีไม่เสถียรและว่องไวต่อการเกิดปฏิกิริยาเคมี (Breque et al., 2003) 
 ในกระบวนการแช่แข็งน้้าเช้ือก็มกีารเพิ่มปริมาณของ ROS ซึ่งปริมาณการเพิ่มขึ้นของ ROS นั้น
มีความเกี่ยวข้องทางสรีรวิทยาในการรักษาความสามารถในการปฏิสนธิ , กระบวนการ capacitation 
และ acrosome reaction ของตัวอสุจิ โดย ROS ท่ีมากเกินไปจะท้าให้ความสามารถในการเคล่ือนท่ี
และการปฏิสนธินั้นลดน้อยลง (Baumber et al., 2000; Bucak et al., 2008) ซึ่งความเสียหายจาก
ปฏิกิริยาเปอร์ออกซิเดช่ันท่ีเกิดขึ้นส่งผลให้เกิดการสูญเสียการท้างานของเยื่อหุ้มเซลล์รวมถึงเกิดความ
เสียหายของ DNA ท่ีส่วนหัวของอสุจิด้วย (Agarwal and Said, 2003) ภายใต้สภาวะปกติตัวอสุจิท่ี 
DNA เกิดความเสียหายนั้นจะไม่สามารถเข้าสู่กระบวนการปฏิสนธิได้ ท่ีเป็นเช่นนี้เพราะว่าปฏิกิริยา
เปอร์ออกซิเดช่ันท่ีเกิดขึ้นนั้นได้ไปเพิ่มความเสียหายต่อเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิ ดังนั้นสารจ้าพวกกลุ่ม 




วิธีการ thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) โดย MDA ได้มาจากการท้าปฏิกิริยาของ 




ภาพที่ 2.2 การเข้าท้าปฏิกิริยาของ antioxidant ต่ออนุมูลอิสระ (Free radical) 
ที่มา: http://www.vcharkarn.com/varticle/59646 
 
2.4 ผลของสาร Antioxidant ต่อคุณภาพของน้้าเชื้อสัตว์ที่มีการเก็บรักษาในแบบแช่เย็นและแบบ
แช่แข็ง 
 สาร antioxidant หรือเรียกว่าสารต้านออกซิเดชัน หรือสารต้านอนุมูลอิสระ คือ สารท่ีท้าหน้าท่ี
ยับยั้งหรือต่อต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน หรือเป็นสารท่ีสามารถขจัดอนุมูลอิสระออกจากร่างกายเซลล์ ซึ่ง
การต้านออกซิเดชันของร่างกายหรือเซลล์นั้นแบง่ออกได้เป็น 2 กลุ่ม ใหญ่ ๆ คือ 1) กลุ่มท่ีป้องกันการเกิด
สารอนุ มู ลอิ สระ  ไ ด้ แก่  เอน ไซม์  superoxide dismutase, glutathione peroxidase, catalase, 
peroxidase, cytochrome C, peroxidase, ทองแดง, สังกะสี, ซีลีเนียม โปรตีนท่ีมีทองแดงอยู่ในโมเลกุล 
(ceruloplasmin) และ 2) กลุ่มท่ีท้าลายปฏิกิริยาลูกโซ่ ได้แก่ วิตามินอี , เบต้า-แคโรทีน, วิตามินซี, 
ubiquinone, uric acid, bilirubin, albumin, sulfhydryl groups ในกรดอะมิโน cysteine ซึ่งมีอยู่ใน
โปรตีน เช่น เนื้อสัตว์ นอกจากนี้สาร antioxidant ยังสามารถแบ่งตามกลไกการยับยั้งได้ออกเป็น 3 ชนิด 
คือ 1) Preventive antioxidant เป็นสาร antioxidant ท่ีป้องกันการเกิดอนุมูลอิสระ 2) Scavenging 
antioxidant เป็นสาร antioxidant ท่ีท้าลายหรือยับยั้งอนุมูลอิสระท่ีเกิดขึ้น และ 3) Chain breaking 
antioxidant เป็นสาร antioxidant ท่ีท้าให้ปฏิกิริยาลูกโซ่ของการเกิดอนุมูลอิสระส้ินสุดลง ซึ่งอนุมูลอิสระ
ในน้้าเช้ือนั้นสามารถเกิดขึ้นได้ในสภาวะปกติจากกระบวนการเมตาบอลิซึมของออกซิเจนโดยจะอยู่ในรูป 
ROS ซึ่งเป็นสารอนุมูลอิสระท่ีมีคุณสมบัติเป็นตัวออกซิแดนซ์สูง ประกอบด้วย ซุปเปอร์ออกไซด์แอนไอออน 
(superoxide anion, O2-), ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide; H2O2), เพอร์รอกซ์ซิลล์ 
(peroxyl radicals) และ ไฮดรอกซ์ซิลล์ (hydroxyl radicals; HO) โดยในสภาวะปกตินั้นการมีสารอนุมูล
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อิสระในน้้าเช้ือจะสามารถพบได้ในปริมาณเล็กน้อยเนื่องจากในน้้าเล้ียงเช้ือ (Seminal plasma) มีสารต้าน
อนุมูลอิสระเป็นองค์ประกอบท้าให้เกิดความสมดุลขึ้น ซึ่งเป็นผลดีในการช่วยกระตุ้นการเกิดปฏิกิริยา 
capacitation ของตัวอสุจิ กระตุ้นให้เกิดการยึดเกาะของตัวอสุจิกับช้ัน zona pellucida ของไข่ และเป็น
สารช่วยกระตุ้นการเกิดปฏิกิริยา acrosome reaction อย่างไรก็ตามเม่ือน้าน้้าเช้ือมาผ่านขั้นตอนต่าง ๆ 
ในกระบวนการผลิตน้้าเช้ือแช่แข็งจะท้าให้ปริมาณของน้้าเล้ียงเช้ือลดลง ส่งผลให้ปริมาณสารต้านอนุมูล
อิสระลดลงด้วยเช่นกัน จึงท้าให้อนุมูลอิสระในน้้าเช้ือเพิ่มขึ้น ซึ่งก่อให้เกิดอันตรายกับตัวอสุจิได้  
 ท่ีผ่านมาได้มีรายงานการศึกษาผลของสาร antioxidant ต่อคุณภาพน้้าเช้ือสัตว์ จากการศึกษาของ 
Tabatabaei et al. (2011) ได้ท้าการศึกษาการเสริมวิตามินอีต่อคุณภาพน้้าเช้ือในไก่เนื้อพันธุ์ Ross โดยท้า
การเสริมลงในสาร extender ท่ีระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ดังนี้ 0 (control), 0.05, 0.1, 0.2 และ 0.3 mg/ml 
และท้าการเก็บรักษาน้้าเช้ือในระยะเวลาต่าง ๆ กัน ดังนี้ 0, 3, 6, 10 และ 24 ช่ัวโมง พบว่า เมื่อท้าการเก็บ
รักษาน้้าเช้ือท่ีระยะเวลา 3 ช่ัวโมง การเสริมวิตามินอีท่ีระดับความเข้มข้น 0.05, 0.1, 0.2 และ 0.3 mg/ml 
สามารถให้อัตราการเคล่ือนท่ี (71.47±3.16, 73.67±1.88, 72.33±1.70 และ74.09±1.45 ตามล้าดับ) ซึ่งสูง
กว่ากลุ่มควบคุม (62.45±1.15) (P<0.05) และยังพบว่า ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษาน้้าเช้ือ 3 ช่ัวโมง การ
เสริมวิตามินอีท่ีระดับความเข้มข้น 0.1, 0.2 และ 0.3 mg/ml ส่งผลให้อัตราการมีชีวิตของตัวอสุจิ 
(91.05±2.30, 90.27±3.11 และ 92.08±2.90 ตามล้าดับ) สูงกว่ากลุ่มควบคุม (82.19±2.26) (P<0.05) 
และเมื่อเก็บรักษาเป็นเวลา 6 ช่ัวโมง พบว่า การเสริมวิตามินอีท่ีระดับความเข้มข้น 0.1, 0.2 และ 0.3 
mg/ml ให้อัตราการเคล่ือนท่ีสูงขึ้น (69.28±2.53, 71.11±2.49 และ 69.33±2.12 ตามล้าดับ) เมื่อเทียบ
กับการเสริมวิตามินอีในระดับความเข้มข้น 0.05 mg/ml (61.61 ± 2.67) และกลุ่มควบคุม (49.35 ± 
3.86) (P<0.05) และเมื่อท้าการเสริมวิตามินอีในระดับความเข้มข้น 0.05, 0.1, 0.2 และ 0.3 mg/ml ให้
อัตราการมีชีวิตของตัวอสุจิสูงกว่ากลุ่มควบคุม นอกจากนี้ยังพบว่าเมื่อท้าการเก็บรักษาน้้าเช้ือเป็น
ระยะเวลา 10 และ 24 ช่ัวโมง พบว่า การเสริมวิตามินอท่ีีระดับความเข้มข้น 0.2 และ 0.3 mg/ml ส่งผล
ให้อัตราการเคล่ือนท่ีและอัตราการมีชีวิตของอสุจิสูงกว่าการเสริมวิตามินอีในระดับอื่น ๆ (P<0.05) และ
เมื่อท้าการเก็บรักษาน้้าเช้ือเป็นเวลา 3, 6 และ 24 ช่ัวโมง พบว่า การเสริมวิตามินอีท่ีระดับความเข้มข้น 
0.2 และ 0.3 mg/ml ส่งผลให้อสุจิมีลักษณะผิดปกติน้อยท่ีสุดเมื่อเทียบกับการเสริมในระดับอื่น ๆ แต่
ส้าหรับการเก็บรักษาในระเวลา 10 ช่ัวโมงนั้น พบว่า การเสริมวิตามินอีท่ีระดับ 0.3 mg/ml ส่งผลให้
อสุจิมีลักษณะผิดปกติน้อยท่ีสุดเมื่อเทียบกับการเสริมในระดับอื่น ๆ ในการศึกษาของ Funahashi and 
Sano (2005) ได้ท้าการศึกษาการเสริมสาร antioxidant ใน extender ต่อการเก็บรักษาน้้าเช้ือสุกรท่ี
อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส ซึ่งการศึกษานี้ได้ท้าการศึกษาสาร antioxidant 3 ชนิดด้วยกัน คือ 
Glutathione, Cysteine และ Hypotaurine พบว่า เมื่อมีการเก็บรักษาน้้าเช้ือสุกรเป็นเวลา 7 วัน 
extender ท่ีเติมด้วย Cysteine จะส่งผลให้มีอัตราการมีชีวิตของอสุจิสูงสุดเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(P<0.05) และหลังจากเก็บรักษาน้้าเช้ือสุกรเป็นระยะเวลา 14 วัน พบว่า extender ท่ีเติมด้วย Cysteine 
และ Glutathione ส่งผลให้ตัวอสุจิมีอัตราการมีชีวิตรอดสูงกว่ากลุ่มควบคุม นอกจากนี้ Funahashi and 
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Sano (2005) ยังได้ท้าการศึกษาระดับการเสริม Cysteine ต่อคุณภาพน้้าเช้ือสุกรด้วย โดยท้าการเสริม 
Cysteine ท่ีระดับความเข้มข้น 0 (control), 0.25, 0.5, 1.25, 2.50 และ 5.0 mM พบว่า เมื่อท้าการเก็บ
รักษาน้้าเช้ือสุกรเป็นเวลา 14 วัน การเสริม Cysteine ท่ีระดับความเข้มข้น 2.5-5.0 mM ส่งผลให้ตัวอสุจิ
มีอัตราการมีชีวิตรอดสูงกว่าการเสริม Cysteine ในระดับอื่น ๆ และการศึกษาของ Carolina et al. 
(2011) ได้ท้าการศึกษาการเสริม Cysteine ท่ีระดับความเข้มข้นต่าง ๆ  ต่อการเก็บรักษาน้้าเช้ือสุกรแบบ
ระยะส้ัน โดยท้าการเสริม Cysteine ลงใน BTS extender ท่ีระดับความเข้มข้น 0 (control), 0.1, 0.5,     
1.0, 2.5, 5.0, 10.0 และ 20.0 mM พบว่า หลังจากการเก็บรักษาน้้าเช้ือสุกรเป็นเวลา 72 ช่ัวโมงนั้นอัตรา
การมีชีวิตรอดของอสุจิจะต้่ากว่า 60% เมื่อท้าการเสริมด้วย Cysteine ท่ีระดับความเข้มข้น 0-5.0 mM 
และต้่ากว่า 10% เมื่อท้าการเสริม Cysteine ท่ีระดับความเข้มข้น 10 และ 20 mM และเมื่อระยะเวลา
การเก็บรักษาน้้าเช้ือสุกรเพิ่มมากขึ้น การเสริม Cysteine ในระดับความเข้มข้น 20 mM จะส่งผลให้ความ
สมบูรณ์ของ plasma membrane นั้นมีแนวโน้มลดลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) ส้าหรับ
การศึกษาของ Ansari et al. (2011) ได้ท้าการศึกษาผลของเสริม Glutathione ในสาร extender ต่อ
คุณภาพน้้าเช้ือกระบือ โดยในการศึกษานี้จะแบ่งระดับของการเสริมออกเป็นระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ดังนี้ 
0 (control), 0.5, 1.0, 2.0 และ 3.0 mM และท้าการเก็บรักษาน้้าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 5 วัน จะพบว่า เมื่อท้าการเก็บรักษาน้้าเช้ือเป็นระยะเวลา 3 วัน และ 5 วัน การเสริม 
Glutathione ท่ีระดับความเข้มข้น 0.5 และ 1.0 mM จะส่งผลให้อัตราการเคล่ือนท่ี, อัตราการมีชีวิต และ
ความสมบูรณ์ของ plasma membrane ของอสุจิสูงกว่าการเสริม Glutathione ท่ีระดับอื่น ๆ  (P<0.05) 
และเมื่อเก็บรักษาน้้าเช้ือกระบือในระยะเวลา 3 และ 5 วัน โดยมีการเสริม Glutathione ท่ีระดับความ
เข้มข้น 0.5 mM สามารถช่วยเพิ่มความสมบูรณ์ของอะโครโซมให้สูงยิ่งขึ้น จากอดีตท่ีผ่านมาส้าหรับในการ
เก็บรักษาน้้าเช้ือแบบแช่แข็งก็ได้มีการศึกษาถึงผลของสาร antioxidant เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของน้้าเช้ือ
เช่นเดียวกัน โดยจากการศึกษาของ Asadpour et al. (2011) ได้ท้าการศึกษาการเสริมวิตามินซีและ
วิตามินอีลงใน citrate-egg yolk extender (CEY) ต่อคุณภาพน้้าเช้ือโคแบบแช่แข็ง โดยท้าการเสริม
วิตามินอีลงใน citrate-egg yolk extender มีการเสริมท่ีระดับความเข้มข้น 0 (control), 0.043 และ 
0.086 mg/ml พบว่า การเสริมวิตามินอีท่ีระดับความเข้มข้น 0.043 และ 0.086 mg/ml ส่งผลให้อัตรา
การเคล่ือนท่ี (56.00±4.00 และ 51.00±5.00 ตามล้าดับ) และอัตราการมีชีวิตรอด (66.00±2.00 และ 
61.00±1.00 ตามล้าดับ) ของอสุจิสูงขึ้นเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (43.00±3.00 และ 51.00±1.00 
ตามล้าดับ) (P<0.05) นอกจากนี้ Andrabi et al. (2008) ได้ท้าการศึกษาผลของการเสริมวิตามินอีลงใน 
Tris-citric acid (TCA) ต่อคุณภาพน้้าเช้ือกระบือหลังการละลาย โดยได้ท้าการเสริมวิตามินอี ท่ีระดับ 1 
mg/ml พบว่า การเสริมวิตามินอีช่วยเพิ่มอัตราการเคล่ือนท่ี (60.0±0.0) และความสมบูรณ์ของ plasma 
membrane ของอสุจิ (82.9±2.5) และความสมบูรณ์ของอะโครโซม (86.5±5.1) สูงกว่ากลุ่มควบคุม 
(54.0±2.2, 76.9±4.5 และ 80.2±0.8 ตามล้าดับ) (P<0.05) ในการศึกษาของ Kaeoket et al. (2008) ได้
ศึกษาผลของการเติมสาร antioxidant 3 ชนิด ได้แก่ L- cysteine ท่ีระดับความเข้มข้น 605.8 mg/ml, 
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glutathione ท่ีระดับความเข้มข้น 307.32 mg/ml และ vitamin E ท่ีระดับความเข้มข้น 86.14 mg/ml 
ลงใน Lactose-egg yolk extender ในการเก็บรักษาน้้าเช้ือสุกรแช่แข็งท่ีใช้วิธีการลดอุณหภูมิแตกต่าง
กัน พบว่า สาร antioxidant ท้ัง 3 ชนิด ไม่มีผลต่ออัตราการเคล่ือนท่ีและอัตราการมีชีวิตรอดของตัว
อสุจิ (P>0.05) แต่จากการศึกษาของ Satorre et al. (2007) พบว่า การเติม vitamin E ท่ีระดับความ
เข้มข้น 0.2 mg/ml ลงใน BF5 extender ต่อการเก็บรักษาน้้าเช้ือสุกรแบบแช่แข็ง ส่งผลให้อัตราการ
เคล่ือนท่ี และความสมบูรณ์ของอะโครโซมสูงกว่ากลุ่มควบคุม (P<0.05) และการเติม vitamin E ระดับ
ความเข้มข้น 0.2 mg/ml ไม่มีผลต่ออัตราการมีชีวิตรอดของอสุจิ (P>0.05) และการศึกษาของ 
Andreea and Stela (2010) ได้ท้าการศึกษาผลของการเสริมวิตามินอีท่ีระดับความเข้มข้น 0.43 
mg/ml ต่อการเก็บรักษาน้้าเช้ือแกะแบบแช่แข็ง พบว่า การเติมวิตามินอีช่วยเพิ่มอัตราการเคล่ือนท่ี, อัตรา
การมีชีวิตรอด และความสมบูรณ์ของ plasma membrane ให้เพิ่มสูงขึ้น นอกจากศึกษาการเติมวิตามนิอี
แล้ว ยังได้มีการศึกษาการเสริม cysteine ท่ีระดับความเข้มข้น 10 mM พบว่า การเสริม cysteine นั้น
สามารถช่วยปรับปรุงให้อสุจิมีอัตราการเคล่ือนท่ี, อัตราการมีชีวิตรอด และความสมบูรณ์ของ plasma 
membrane สูงขึ้นเช่นเดียวกัน จากการศึกษาของ Coyan et al. (2011) ท้าการศึกษาการผลของการ
เสริม cysteine ท่ีระดับความเข้มข้น 0 (control), 1, 2 และ 4 mM ในการเก็บรักษาน้้าเช้ือแกะแบบแช่
แข็ง พบว่า การเสริม cysteine ท่ีระดับความเข้มข้น 2 และ 4 mM สามารถเพิ่มอัตราการเคล่ือนท่ีให้
สูงขึ้นเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (control) (P<0.05) แต่การเติม cysteine ท่ีระดับความเข้มข้น 2 mM จะ
ช่วยให้ความสมบูรณ์ของ plasma membrane สูงกว่าการเติมในระดับอื่น ๆ (P<0.001) ส้าหรับ
การศึกษาของ Ansari et al. (2010) ซึ่งได้ท้าการศึกษาการเสริม L-cysteine ลงในสาร extender ต่อ
คุณภาพน้้าเช้ือโคพันธุ์ Sahiwal ก่อนน้าน้้าเช้ือไปท้าการแช่แข็ง โดยในการศึกษานี้ได้ท้าการเสริม L-
cysteine ท่ีระดับความเข้มข้นต่าง ๆ  ดังนี้ 0 (control), 0.5, 1.0 และ 2.0 mM พบว่า เมื่อมีการเสริม L-
cysteine ท่ีระดับความเข้มข้น 1.0 และ 2.0 mM ส่งผลให้อัตรากรเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิตรอด ความ
สมบูรณ์ของ plasma membrane และความสมบูรณ์ของอะโครโซมของอสุจิสูงกว่าระดับอื่น ๆ (P<0.05) 
จาการศึกษาของ Ursal and Bucak (2007) ได้ท้าการศึกษาการเติมสารต้านอนุมูลอิสระต่อคุณภาพ
น้้าเช้ือแกะแบบแช่แข็ง โดยได้มีการเสริม Glutathione ท่ีระดับความเข้มข้น 0 (control), 5, 10 และ 20 
mM พบว่า การเสริม Glutathione ท่ีระดับความเข้มข้น 5 mM นั้นส่งผลให้อัตราการเคล่ือนท่ี อัตราการ
มีชีวิตรอด และความสมบูรณ์ของ plasma membrane สูงกว่าการเสริม Gluthaione ในระดับอื่น ๆ และ
ยังช่วยป้องกันการถูกท้าลายของ acrosome ด้วย และท้าการเสริม Cysteine ท่ีระดับ 0 (control), 5, 10 
และ 20 mM พบว่า การเสริม Cysteine ท่ีระดับ 10 mM จะส่งผลให้อสุจิมีอัตราการเคล่ือนท่ีสูงกว่าการ
เสริม Cysteine ในระดับอื่น ๆ แต่ส้าหรับอัตราการมีชีวิตรอดของอสุจินั้น การเสริม Cysteine ท่ีระดับ 5 
และ 10 mM ให้ผลไม่แตกต่างกัน จากการศึกษาของเทวินทร์ และคณะ (2555) ได้ท้าการศึกษาการเสริม 
Cysteine ท่ีระดับความเข้มข้น 1, 5 และ 10 mM และ Glutathione ท่ีระดับความเข้มข้น 0.1, 0.5 และ 
1.0 mM ตามล้าดับ ในไก่พื้นเมืองสายพันธุ์ประดู่หางด้า พบว่า การเสริม cysteine มีผลต่ออัตราการ
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ปฏิสนธิหรืออัตราของไข่มีเช้ือภายหลังการผสมเทียมด้วยน้้าเช้ือแบบแช่แข็ง โดยระดับท่ีเหมาะสมคือ 1 
mM และส้าหรับการเสริม glutathione ท่ีระดับ 0.1-1.0 mM มีผลเสียต่อคุณภาพน้้าเช้ือไก่พื้นเมืองโดย
ท้าให้ความสามารถในการเคล่ือนท่ี และความสมบูรณ์พันธุ์ลดต้่าลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
นอกจากนี้ Luberda (2005) ได้รวบรวมการรายงานการศึกษาปริมาณของ Glutathione ในน้้าเช้ือสัตว์แต่
ละชนิดดังแสดงในตารางท่ี 2.1 เพื่อเป็นการบ่งบอกถึงความต้องการถึงการน้าไปใช้ในการเสริม 
Glutathione ในระดับต่าง ๆ ต่อการลดการเกิดออกซิเดชันในระหว่างการเก็บรักษาน้้าเช้ือต่อไป 
ตารางที่ 2.1 ความเข้มข้นของ Glutathione ในน้้าเช้ือของสัตว์แต่ละชนิด 
Species Glutathione References 
Boar 0.03 nmol/108 spz.  
Bull 2.93 nmol /108 spz.  
Dog 0.53 ± 0.11 nmol /108 spz. Luberda (2005) 
Hamster 30-40 nmol / mg protein  
Mouse 90 nmol /108 spz.  
Rabbit 0.01 nmol /108 spz.  
Ram 0.45 ± 0.14 nmol /108 spz.  
หมายเหตุ: spz = spermatozoa 
 จากการศึกษาผลของสาร antioxidant ต่อคุณภาพและความสมบูรณ์พันธุ์ของน้้าเช้ือสัตว์ท่ี





บทที่ 3  
วิธีการด าเนินงานวิจัย 
 
 การศึกษาผลของสาร antioxidant ต่อคุณภาพน้้าเช้ือท่ีเก็บรักษาแบบแช่แข็งในไก่พื้นเมืองพันธุ์
เหลืองหางขาวมีการด้าเนินงานวิจัยท้ังในภาคสนามและในห้องปฏิบัติการ ในส่วนของห้องปฏิบัติการนั้นใช้
ห้องปฏิบัติการ การปรับปรุงพันธุ์สัตว์และสรีรวิทยาสัตว์ อาคารเครื่องมือ 10 มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี    
สุรนารี ส้าหรับการศึกษาในภาคสนามนั้นใช้ฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  เป็นสถานท่ีในการ
ด้าเนินงานวิจัย โดยการศึกษาครั้งนี้แบ่งออกเป็น 2 การทดลอง ดังนี้ 
การทดลองท่ี 1 การศึกษาผลของสาร extender และสาร cryoprotectant ต่อการเก็บรักษา
น้้าเช้ือไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวแบบแช่แข็ง 
การทดลองท่ี 2 การศึกษาชนิดและระดับความเข้มข้นของสาร antioxidant ท่ีมีผลต่อคุณภาพ
น้้าเช้ือไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวแบบแช่แข็ง 
โดยท้าการประเมินคุณภาพน้้าเช้ือจากอัตราการเคล่ือนท่ี, อัตราการมีชีวิต, อัตราการผสมติด, 
ความสมบูรณ์ของอะโครโซม, การท้างานของไมโตคอนเดรีย และประสิทธิภาพในการลดปฏิกิริยาลิปิด
เปอร์ออกซิเดช่ันจากการวัดระดับของ malondialdehyde (MDA) ด้วยวิธีการ thiobarbituric acid 
reactive substances (TBARS) ในตัวอสุจิโดยมีขั้นตอนและวิธีการศึกษา ดังนี้ 
 
3.1 วิธีการศึกษา 
3.1.1 การรีดน้ าเชื้อ 
ในการศึกษาครั้งนี้ ใช้พ่อพันธุ์ไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาว จากฟาร์มมหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารี อายุประมาณ 7 เดือนขึ้นไป จ้านวน 60 ตัว โดยจะรีดน้้าเช้ือสัปดาห์ละ 2 ครั้ง การรีด
น้้าเช้ือจะมีผู้รีด 2 คน คือ คนอุ้มไก่จะกระชับพ่อไก่ไว้ที่เอวยื่นหางไก่ออกข้างหน้า หัวไก่อยู่ด้านหลังของ
คนอุ้ม มือหนึ่งจะจับขาไก่ท้ัง 2 ข้างรวบเข้าหากัน โดยใช้นิ้วช้ีและนิ้วกลางอยู่ระหว่างขาท้ังสอง แล้วใช้มือ
อีกข้างหนึ่งลูบหลังพ่อไก่เบา ๆ จากโคนปีกผ่านมาท่ีหลังและโคนหาง จากนั้นใช้นิ้วหัวแม่มือและนิ้วชี้บีบ
กระตุ้นอย่างรวดเร็วท่ีโคนหาง ไก่จะแสดงปฏิกิริยากระดกหางขึ้น พร้อมกับดันอวัยวะเพศ (รูปร่างเป็น
ลอนคู่ปลายแหลมยื่นออกมาจากรูทวาร) ซึ่งอวัยวะดังกล่าวเป็นท่ีเก็บน้้าเช้ือและฉีดน้้าเช้ือ คนรีดอีกคน
หนึ่งจะใช้ภาชนะท่ีสะอาดรองรับน้้าเช้ือท่ีไหลออกมาดังแสดงในภาพท่ี 3.1 ข้อควรระวัง ก่อนรีดน้้าเช้ือ
จะต้องท้าความสะอาดบริเวณทวารด้วยน้้ากล่ันหรือน้้าสะอาด และใช้กระดาษทิชชูซับ เพื่อป้องกันการ
ปนเปื้อนจากน้้า และอุจจาระ ซึ่งน้้าเช้ือท่ีน้ามาท้าการเก็บรักษาจะต้องไม่ปนเปื้อนจากส่ิงดังกล่าว และจะ
ท้าการประเมินอัตราการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิของพ่อไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวเป็นรายตัว โดย





ภาพที่ 3.1 การรีดน้้าเช้ือไก่ 
 
3.1.2 การประเมินคุณภาพน้ าเชื้อ 
1) การประเมินลักษณะทางกายภาพของน้ าเชื้อ ควรสังเกตทันทีภายหลังจากการรีด
น้้าเช้ือ โดยดูสี ความเข้มข้น และส่ิงเจือปน เช่น อุจาระ ปัสสาวะ และของเสียอื่น ๆ โดยน้้าเช้ือท่ีจะน้ามา
ศึกษาต้องปราศจากส่ิงปนเปื้อน (อุจจาระ และปัสสาวะ) 
2) การหาความเข้มข้นของน้ าเชื้อ (จ านวนอสุจิต่อหนึ่งมิลลิลิตร) การหาความเข้มข้น
ของน้้าเช้ือหาได้โดยท้าการเจือจางน้้าเช้ือสดด้วยน้้ากล่ันในอัตราส่วนน้้าเช้ือต่อน้้ากล่ันเท่ากับ 1: 1,500 เท่า 
ขณะท่ีท้าการดูดน้้าเช้ือควรใช้กระดาษทิชชู่ซับน้้าเช้ือส่วนเกินท่ีติดมากับ pipettes tips จากนั้นท้าการนับ
จ้านวนอสุจิ โดยใช้สไลด์ส้าหรับนับเม็ดโลหิต (heamacytometer counting chamber, ภาพท่ี 3.2 ก) 
ภายใต้กล้อง compound microscope (40X) นับจ้านวนอสุจิจากมุมบน-ล่าง ท้ัง 4 มุม และช่องตรงกลาง 
รวม 5 ช่อง (ภาพท่ี 3.2 ข) แล้วน้ามาค้านวณหาค่าเฉล่ียจ้านวนอสุจิท่ีนับได้ต่อ 1 มิลลิลิตร ดังนี้ 
 




      
(ก.)               (ข.)  
ภาพที่ 3.2 สไลด์ส้าหรับนับเม็ดโลหิต (heamacytometer counting chamber; ก) บริเวณ




การศึกษาอัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจิมีวิธีการศึกษา 2 วิธี คือ 
  วิธีท่ี 1 เป็นวิธีการศึกษาอัตราการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิท่ีใช้ในภาคสนามก่อนน้าน้้าเช้ือ
มาท้าการศึกษา ท้าได้โดยการหยดน้้าเกลือ 1 หยด (5 ไมโครลิตร) ลงบนสไลด์ และหยดน้้าเช้ือ 1 
ไมโครลิตร จากนั้นใช้ไม้จ้ิมฟันเขี่ยน้้าเกลือมาแตะกับน้้าเช้ือเพียงเล็กน้อย แล้วสังเกตการเคล่ือนท่ีภายใต้
กล้อง compound microscope (10X) โดยให้เกณฑ์การเคล่ือนท่ีของอสุจิ ดัดแปลงจาก Guest (1973) 
ดังรายละเอียดในตารางท่ี 3.1 โดยน้้าเช้ือท่ีจะน้ามาศึกษาการเก็บรักษาน้้าเช้ือไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลือง
หางขาวแบบแช่แข็งจะต้องมีการเคล่ือนท่ีมากกว่า 75% ขึ้นไป 
ตารางที่ 3.1 หลักเกณฑ์การสังเกตอัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจิ 
ดัดแปลงจาก: Guest (1973) 
 


















วิธีท่ี 2 เป็นวิธีการศึกษาอัตราการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิท่ีใช้ในห้องปฏิบัติการ โดยใช้
เครื่ อง Computer Assisted Semen Analysis (CASA) รุ่ น  version 10 HTM-IVOS (Hamilton Thorne 
Biosciences, Beverly, MA, USA) ส้าหรับประเมินอัตราการเคล่ือนท่ี และลักษณะการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิ
แบบต่าง ๆ ท้าโดยการน้าน้้าเช้ือแช่แข็งมาเจือจางอีกครั้งด้วยสาร extender ท่ีอัตราการเจือจาง 1: 15 
(Frozen semen: Extender) และใช้ micropipette ดูดตัวอย่าง 5 ไมโครลิตร โหลดลงบน Dual Slide 
Sperm Analysis ท่ี ปิ ดด้ วย Cover Glass (Hamilton Thorne Biosciences, Beverly, MA, USA) ท่ี วาง
อยู่บน stage ของเครื่อง IVOS จากนั้นเล่ือน stage เข้าไปในเครื่อง IVOS และท้าการวิเคราะห์ โดยมีการ
ก้าหนดค่า Analysis setup ดังแสดงในตารางท่ี 3.2 
ตารางที่ 3.2 ค่า Analysis setup 
 ค่า Analysis setup 
Temperature (˚C) 37.0 
Apply sort 0 
Frames Acquired 30 
Frames rate (Hz) 60 
Minimum contrast 25 
Minimum Cell Size (pixels) 4 
Minimum Static Contrast 15 
Straightness (STR) Threshold (%) 80 
VAP Cutoff  (µm/sec) 5 
Prog. Min VAP (µm/sec) 20 
VSL Cutoff (µm/sec) 20 
Cell Size (pixels) 4 
Cell Intensity 50 
Static Head Size 0.72-8.82 
Static Head Intensity 0.14-1.84 
Static Elongation 0-47 
Slow Cell Motile Yes 
Magnification 1.92 
Video Frequency 60 
Bright Field No 
Chamber depth (µm) 20 
Field Selection Mode Auto 
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  4) ศึกษาอัตราการมีชีวิต 
  การศึกษาอัตราการมีชีวิตใช้เทคนิคการย้อมสีด้วย Eosin และ Nigrosin โดยมีวิธีการ
เตรียมสีย้อมและขั้นตอนการศึกษาดังนี้ 
วิธีการเตรียมสีย้อม 
  ช่ัง  Eosin B 1 กรัม, Nigrosin 5 กรัม และ Sodium citrate dehydrate 1.5 กรัม ใส่
ในบีกเกอร์ และเติมน้้ากล่ัน 100 มิลลิลิตร โดยให้ความร้อนขณะเตรียมสาร เพราะสารจะไม่ละลาย เมื่อ
สารละลายเข้ากันดีแล้วน้าไปกรอง จนไม่มีตะกอนเหลืออยู่ แล้วน้าสีย้อมท่ีได้เก็บไว้ในขวดสีชาโดยเก็บท่ี
อุณหภูมิห้อง 
  วิธีการศึกษาอัตราการมีชีวิตมีขั้นตอนดังนี้ 
           - หยดสี Eosin-Nigrosin ลงบนแผ่นสไลด์ 1 หยด (5 ไมโครลิตร) แล้วหยดน้้าเช้ือ
ตัวอย่างข้าง ๆ สีย้อมประมาณ 1 ไมโครลิตร 
                      - ใช้เข็มเขี่ยคนน้้าเช้ือกับสีย้อมให้เข้ากัน จากนั้นใช้แผ่นสไลด์อีกแผ่นหนึ่งเกล่ียน้้าเช้ือให้
กระจายบาง ๆ โดยเกล่ียเพียงครั้งเดียว 
-  น้าแผ่นสไลด์ท่ี smear แล้ว ผ่ึงให้แห้งในอุณหภูมิห้อง 
- หยดน้้ายาทาเล็บลงบนแผ่นสไลด์ 1 หยด แล้วปิดด้วย cover slide น้าไปส่องดูภายใต้
กล้อง compound microscope ก้าลังขยาย 100 เท่า 




     
ภาพที่ 3.3 อสุจิมีชีวิตมีลักษณะสีขาว และอสุจิตายจะติดสีชมพูแดงหรือสีม่วงเข้ม เมื่อย้อม 




5) การประเมินความสมบูรณ์ของอะโครโซม และการท างานของไมโตคอนเดรีย 
  - การประเมินความสมบูรณ์ของอะโครโซมโดยสี fluorescein isothiocyanate 
conjugated peanut agglutinin (FITC-PNA) ร่วมกับ propidium iodide (PI) โดยท้าการละลายน้้าเช้ือ
ในน้้าเย็นอุณหภูมิ 2-5 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ดูดตัวอย่างน้้าเช้ือปริมาตร 250 ไมโครลิตร เติมสี 
FITC-PNA ปริมาตร 5 ไมโครลิตร บ่มในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้องนาน 5 นาที หลังบ่มเติม propidium iodide 
(PI) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร จากนั้นท้าการประเมินความสมบูรณ์ของอะโครโซม โดยใช้ Flow cytometer 
(FACSC alibur; Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) (ดัดแปลงจาก Partyka et al., 2010) 
- การประเมินการท้างานของไมโตคอนเดรียโดยการย้อมสี Rhodamine 123 ร่วมกับ 
propidium iodide (PI) โดยท้าการละลายน้้าเช้ือในน้้าเย็นอุณหภูมิ 2-5 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ดูด
ตัวอย่างน้้าเช้ือปริมาตร 250 ไมโครลิตร เติมสี Rhodamine 123 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร บ่มในท่ีมืดท่ี
อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที หลังบ่ม เติม PI ปริมาตร 2 ไมโครลิตร จากนั้นท้าการประเมินการท้างานของ
ไมโตคอนเดรีย  โดยใช้  Flow cytometer (FACSCalibur; Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) 
(ดัดแปลงจาก Partyka et al., 2010) 
 
 6) การประเมินระดับการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดชั่น โดยประเมินจากปริมาณ
maloaldehyde (MDA) ที่เกิดขึ้น ด้วยวิธี Thiobarbituric acid reactive substant (TBARS) 
น้าน้้าเช้ือแช่แข็งแต่ละทรีตเมนต์มาท้าการละลาย (thawed) ในน้้า 5  องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นท้าการตัดปลายหลอดแช่แข็ง แล้วเทน้้าเช้ือลงในหลอด Eppendorf เตรียมอสุจิ
ให้ได้ความเข้มข้น 250 ล้านตัว หลังจากนั้นน้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง centrifuge ความเร็ว 1,800g 
จ้านวน 2 ครั้ง ครั้งละ 3 นาที เพื่อท้าการดูดเฉพาะอสุจิท่ีตกตะกอน จากนั้นท้าการเติม ferrous sulfate 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร และ sodium ascrobate ปริมาตร 250 ไมโครลิตร และน้าตัวอย่างไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาท้าการเติม 15% Trichloroacetic acid 
ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร และ 0.375% Thiobarbituric acid ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร และน้าไปบ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน้าทุกหลอดมาท้าการปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง 
centrifuge เพื่อน้าตะกอนออก ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 5,000g เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น







  ใช้แม่ไก่สายพันธุ์ Isa Brown จากฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี อายุระหว่าง 7 
เดือน ถึง 1 ปี จ้านวน 170 ตัว ซึ่งจะท้าการผสมเทียม 2 ครั้ง (2 วัน/ครั้ง) นาน 1 สัปดาห์ โดยท้าการละลาย
น้้าเช้ือ (thawed) ในน้้าเย็นอุณหภูมิ 2-5 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ซับหลอดให้แห้งแล้วตัดปลายเพื่อถ่าย
น้้าเช้ือลงในหลอดรับน้้าเช้ือท่ีสะอาดและแช่อยู่ในน้้าเย็นอุณหภูมิ 2-5 องศาเซลเซียส จากนั้นใช้ไซริ้งค์บรรจุ
น้้าเช้ือปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร สอดเข้าช่องคลอดลึกประมาณ 4 เซนติเมตร และจะเริ่มท้าการเก็บไข่ภายหลัง
จากการผสมเทียม 1 วันต่อเนื่องเป็นระยะเวลา 1 สัปดาห์ โดยจะท้าการเก็บไข่ทุกวันในช่วงบ่ายและน้าไข่
เข้าฟักทุก ๆ 1 สัปดาห์ ท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส ซึ่งถาดไข่จะวางเอียงท้ามุม 45 องศา และมีการกลับ
ไข่ทุก ๆ 1 ช่ัวโมง จากนั้นตรวจสอบการผสมติดโดยการส่องไข่ท่ีอายุฟัก 10 วัน แล้วน้าจ้านวนไข่ท่ีผสมติด
มาค้านวณหาอัตราการผสมติดจากสูตร ดังนี้ 
   
  อัตราการผสมติด  =  (จ้านวนไข่ท่ีผสมติด/จ้านวนไข่ท่ีเข้าฟัก) × 100 
 
3.2 การทดลองที่ 1 การศึกษาผลของสาร extender และสาร cryoprotectant ต่อการเก็บรักษา
น้ าเชื้อไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวแบบแช่แข็ง 
มีขั้นตอนการทดลองดังนี้ 
 1. ท้าการเตรียมสาร extender 8 สูตร ได้แก่ modified extender ท่ีมีค่าออสโมลาลิต้ีท่ี
ระดับต่าง ๆ (300, 350 และ 400 mOsm kg-1), Lake's diluent, BPSE, IGGKP, EK และ Scharmm 
ตามส่วนประกอบดังแสดงในตารางท่ี 3.3 ท้าการวัดค่า pH ด้วยเครื่อง pH meter และวัดค่าออสโมลาลิต้ี
ด้วยเครื่อง osmometer ของสาร extender น้าสาร extender ท่ีเตรียมไว้ใส่ขวดแก้วปิดฝาให้สนิทเก็บ
รักษาไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส 
 2. เตรียมสาร cryoprotectant 3 ชนิด ได้แก่ DMF, DMA และ DMSO ท่ีระดับความเข้มข้น 
6% โดยใช้สาร extender ท่ีเตรียมไว้ในข้อ 1 เป็นตัวท้าละลาย และน้าสาร cryoprotectant ท่ีเตรียมไว้
ใส่ขวดแก้วปิดฝาให้สนิทเก็บรักษาไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส 
 3. น้าน้้าเช้ือสดท่ีมีอัตราการเคล่ือนท่ี 75% ข้ึนไปมาเจือจางด้วยสาร extender ท่ีมีอุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส ท่ีเตรียมไว้ในข้อ 1 ในอัตราส่วนน้้าเช้ือสดต่อสาร extender เท่ากับ 1: 2 (diluted 
milt) ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมาอย่างเบา ๆ จากนั้นท้าการลดอุณหภูมิน้้าเช้ือจาก 25 องศา
เซลเซียส ไปท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส ใช้เวลาประมาณ 1 ช่ัวโมง 
 4. หลังจากนั้นเติมสาร cryoprotectant แต่ละชนิด (DMF, DMA และ DMSO) ท่ีระดับความ




ตารางที่ 3.3 ส่วนประกอบทางเคมี (g/50 ml) ของสาร extender ท่ีใช้เจือจางน้้าเช้ือไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาว 
Composition 
Dilutent (g/50 ml) 
MOE 300 MOE 350 MOE 400 Lake's diluent BPSE IGGKP EK Schramm 
Magnesium acetate 0.0400 0.0400 0.0400 0.0584 0.0170 - - 0.0350 
Sodium acetate - - - - 0.2150 - - - 
Potassium citrate 0.2000 0.2000 0.2000 - 0.0340 0.0700 0.0741 - 
Sodium glutamate 1.0000 1.0000 1.0000 1.0622 0.4884 0.7000 0.7000 1.4250 
Dipotassium hydrogen 
phosphate 
- - - - 0.8320 0.4900 - - 
Potassium dihydrogen 
phosphate 
- - - - 0.0326 - - 
 
Fructose 0.0988 0.5324 1.0784 0.4000 - - 0.1000 - 
TES (N-Tris (hydroxy methyl) 
1.0000 1.0000 1.0000 - 0.0976 - - - methyl-2-aminoethanesulfonic 
acid 





ตารางที่ 3.3 ส่วนประกอบทางเคมี (g/50 ml) ของสาร extender ท่ีใช้เจือจางน้้าเช้ือไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาว (ต่อ) 
Composition 
Dilutent (g/50 ml) 
MOE 300 MOE 350 MOE 400 
Lake's 
diluent 
BPSE IGGKP EK Schramm 
Potassium acetate - - - 0.2960 - - - 0.2500 
Polyvinylpyroridone (PVP) - - - 0.1500 - - 0.0500 - 
Glucose - - - - 0.2500 0.4500 0.3500 0.2500 
Sodium dihydrogen 
phosphate 
- - - - - 0.1050 0.1050 - 
Inositol - - - - - 0.4500 0.3500 0.1250 
Protamine sulfate - - - - - - 0.0100 - 
Anhydrous sodium  hydrogen 
phosphate 
- - - - - - 0.4900 - 
Osmolarity (mOsmol/kg) 303±1.73 353±2.00 404±1.73 370±0.67 394±0.67 369±0.33 414±0.67 415±0.33 
pH 7.44±0.02 7.45±0.01 7.42±0.03 7.04±0.01 7.65±0.03 7.25±0.01 7.26±0.02 6.96±0.01 





ตารางที่ 3.4 แผนการทดลองการศึกษาสาร extender 8 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีค่าออสโมลาลิต้ีท่ีระดับต่าง ๆ (300, 350 และ 400 mOsm kg-1), Lake’s 
diluent, BPSE, IGGKP, EK และ Schramm) ร่วมกับการใช้ DMF ท่ีระดับความเข้มข้น 6% เป็นสาร cryoprotectant ต่อการเก็บรักษาน้้าเชื ้อไก่

























300 mOsm kg-1 
      
2 
modified extender 
350 mOsm kg-1 
      
3 
modified extender 
400 mOsm kg-1 
      
4 Lake’ diluent       
5 BPSE       
6 IGGKP       
7 EK       








ตารางที่ 3.5 แผนการทดลองการศึกษาสาร extender 8 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีค่าออสโมลาลิต้ีท่ีระดับต่าง ๆ (300, 350 และ 400 mOsm kg-1), Lake’s 
diluent, BPSE, IGGKP, EK และ Schramm) ร่วมกับการใช้ DMA ท่ีระดับความเข้มข้น 6% เป็นสาร cryoprotectant ต่อการเก็บรักษาน้้าเชื ้อไก่























1 modified extender 300 mOsm kg-1       
2 modified extender 350 mOsm kg-1       
3 modified extender 400 mOsm kg-1       
4 Lake’ diluent       
5 BPSE       
6 IGGKP       
7 EK       









ตารางที่ 3.6 แผนการทดลองการศึกษาสาร extender 8 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีค่าออสโมลาลิต้ีท่ีระดับต่าง ๆ (300, 350 และ 400 mOsm kg-1), Lake’s 
diluent, BPSE, IGGKP, EK และ Schramm) ร่วมกับการใช้ DMSO ท่ีระดับความเข้มข้น 6% เป็นสาร cryoprotectant ต่อการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่























1 modified extender 300 mOsm kg-1       
2 modified extender 350 mOsm kg-1       
3 modified extender 400 mOsm kg-1       
4 Lake’ diluent       
5 BPSE       
6 IGGKP       
7 EK       











 1. ใช้ micropipette ดูดน้้าเชื้อปริมาตร 490 ไมโครลิตร ใส่หลอดแช่แข็ง (French straw 
ขนาด 500 ไมโครลิตร) แล้วปิดหลอดแช่แข็งโดยใช้ผงอุด polyvinyl alcohol (PVA) ซึ่งหลังจาก
การเติมสาร cryoprotectant จะเริ่มจับเวลาจนถึงการน้าหลอดน้้าเชื้อวางลงในตระแกรงท่ีวาง
อยู่เหนือไนโตรเจนเหลว โดยใช้เวลาประมาณ 15 นาที 
2. การเตรียมอุปกรณ์อังไอไนโตรเจนเหลว  ท้าได้โดยการบรรจุไนโตรเจนเหลวสูง 8 
เซนติ เมตร ลงในกล่องโฟมขนาด 28 × 38 × 29 เซ น ต ิเม ต ร  จ าก นั ้น น้ า ต ะแ ก รง ว า ง เห น ือ
ไนโตรเจนเหลวท่ีระดับ 11 เซนติเมตร น้า straws วางลงบนตะแกรงและจับเวลา โดยใช้อัตราการลด
อุณหภูมิท่ีระดับเหนือไอไนโตรเจนเหลว 11 เซนติเมตร (12 นาที) และท่ีระดับเหนือไอไนโตรเจนเหลว 
3 เซนติเมตร (5 นาที) จากนั้นจุ่มตระแกรงท่ีมีตัวอย่างน้้าเช้ือแช่แข็งลงในไนโตรเจนเหลว (-196 องศา
เซลเซียส) และเก็บตัวอย่างลงในถังเก็บน้้าเช้ือ (-196 องศาเซลเซียส) (เทวินทร์ และยุพิน, 2550) เพื่อ
เก็บรักษาน้้าเช้ือ และรอการทดสอบหาอัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้า ความ
สมบูรณ์ของอะโครโซม การท้างานของไมโตคอนเดรีย และอัตราการผสมติดของน้้าเช้ือแช่แข็งต่อไป 
 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 ก่อนการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติน้าข้อมูลอัตราการเคล่ือนท่ีรวม, อัตราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้า, 
อัตราการมีชีวิต, ความสมบูรณ์ของอะโครโซม, การท้างานของไมโตคอนเดรีย และอัตราการผสมติดไป 
Transformed โดยใช้วิธี Arcsine Transformation จากนั้นวิเคราะห์ค่าความแปรปรวน (ANOVA) ตาม
แผนการทดลองแบบ CRD และวิเคราะห์ความแตกต่างค่าเฉล่ียระหว่างทรีทเมนต์ด้วยวิธี Duncan’s new 
multiple rang test ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% โดยใช้โปรแกรม SPSS Version 10 
 
3.3 การทดลองที่ 2 ศึกษาชนิดและระดับความเข้มข้นของสาร antioxidant ที่เหมาะสมต่อคุณภาพ
น้ าเชื้อและอัตราการผสมติดในไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวที่ผ่านการเก็บรักษาแบบแช่แข็ง 
 1. การเตรียมสาร extender และสาร cryoprotectant ท่ีให้ผลอัตราการผสมติดสูงท่ีสุดจาก
การทดลองท่ี 1 ได้แก่ EK และ 6%DMF และท้าการเสริมชนิดของสาร antioxidant ท่ีระดับความ
เข้มข้นต่าง ๆ ดังนี้ 
- วิตามินอี ท่ีระดับความเข้มข้น 1.16, 2.32 และ 3.48 mM (ในรูป water soluble) 
- Cysteine ท่ีระดับความเข้มข้น 0.5, 1.0 และ 5.0 mM 




 โดยการน้าสาร antioxidant แต่ละชนิด ท่ีระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ผสมลงในสาร extender 
(EK) จากนั้นใส่ขวดแก้วปิดฝาให้สนิทเก็บรักษาไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส โดยการทดลองนี้จะ
มีกลุ่มควบคุม คือ extender ท่ีไม่มีการเสริม antioxidant และน้้าเช้ือสด ดังแผนการทดลองแสดงใน
ตารางท่ี 3.7 ขั้นตอนการทดลองดังแสดงในแผนภาพ 3.4 น้า straw มาละลายท่ีอุณหภูมิ 2-5 องศา
เซลเซียส (5 นาที) เพื่อท้าการประเมินอัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้า อัตราการมี
ชีวิต อัตราการผสมติดของน้้าเช้ือแช่แข็ง และ ประสิทธิภาพในการลดปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ันจาก














ภาพที่ 3.4 กระบวนการเก็บรักษาน้้าเช้ือไก่พื้นเมืองพันธุ์สายเหลืองหางขาวท่ีมีการเสริมสาร antioxidant ลงใน
สาร extender ก่อนเข้าสู่กระบวนการเก็บรักษาน้้าเช้ือแช่แข็ง 
 
อัตราการเคลื่อนท่ีเกิน 75% มา pooled รวมกัน 






equilibration time เป็นเวลา 15 นาที พร้อมดูดตัวอย่างใส่ใน straws และปิด straws 
 บรรจุไนโตรเจนเหลวสูง 8 เซนติเมตร ลงในกล่องโฟมขนาด 28 × 38 × 29 เซนติเมตร 









น้า straw มาละลายท่ีอุณหภูมิ 2-5 องศาเซลเซียส (5 นาที) เพื่อท้าการประเมินอัตราการเคลื่อนท่ีรวม, อัตราการเคลื่อนท่ีไป
ข้างหน้า, อัตราการมีชีวิต, อัตราการผสมติดของน้้าเช้ือแช่แข็ง และ ประสิทธิภาพในการลดปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ันจาก




ตารางที่ 3.7 แผนการทดลองการศึกษาผลของสาร antioxidant 3 ชนิด 3 ระดับความเข้มข้น วิตามินอี 
 (1.16, 2.32 และ 3.48 mM) Cysteine (0.5, 1.0 และ 5.0 mM) และ Glutathione (0.025, 
 0.05 และ 0.1 mM) ต่อคุณภาพของน้้าเช้ือท่ีเก็บรักษาแบบแช่แข็งในไก่พื้นเมืองพันธุ์เหลือง





























1.16       
2 2.32       
3 3.48       
4 
Cysteine 
0.5       
5 1.0       
6 5.0       
7 
Glutathione 
0.025       
8 0.05       
9 0.1       
10 น้้าเช้ือแช่แข็งไม่เติม 
antioxidant (กลุ่มควบคุม) 
     
11 น้้าเช้ือสด (กลุ่มควบคุม)      
 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 ก่อนการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติน้าข้อมูลอัตราการเคล่ือนท่ีรวม, อัตราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้า, 
อัตราการมีชีวิต, อัตราการผสมติด และประสิทธิภาพในการลดปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ันจากการวัด
ระดับของ malondialdehyde (MDA) ไป Transformed โดยใช้วิธี Arcsine Transformation จากนั้น
วิเคราะห์ค่าความแปรปรวน (ANOVA) ตามแผนการทดลองแบบ CRD และวิเคราะหค์วามแตกต่างค่าเฉล่ีย
ระหว่างทรีทเมนต์ด้วยวิธี  Duncan’s new multiple rang test ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% โดยใช้





4.1 ผลของสาร extender และสาร cryoprotectant ต่อคุณภาพน้้าเชื้อและอัตราการผสมติดใน
ไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวที่ผ่านการเก็บรักษาแบบแช่แข็ง 
จากการศึกษาผลของสาร extender และสาร cryoprotectant ท่ีมีผลต่อการเก็บรักษาน้้าเช้ือไก่
พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวแบบแช่แข็ง โดยแบ่งเป็น 3 กลุ่มการทดลองย่อยตามชนิดของสาร 
cryoprotectant (DMF, DMA และ DMSO) ท่ีระดับความเข้มข้น 6% ร่วมกับสาร extender 8 ชนิด (สาร 
modified extender ท่ีมีค่าออสโมลาลิต้ีท่ีระดับต่าง ๆ 300, 350, 400 mOsm kg-1, Lake’s diluent, 
BPSE, IGGKP, EK และ Schramm) โดยใช้วิธีการลดอุณหภูมิแบบอังไอไนโตรเจนเหลว และประเมิน
คุณภาพของน้้าเช้ือแช่แข็งจากอัตราการเคล่ือนท่ี, อัตราการมีชีวิต, อัตราการผสมติด, ความสมบูรณ์
ของอะ โคร โซม ด้ วย สี  fluorescein isothiocyanate conjugated peanut agglutinin (FITC-PNA) 
ร่วมกับ propidium iodide (PI) และการท้างานของไมโตคอนเดรีย ด้วยสี Rhodamine 123 ร่วมกับ 
propidium iodide (PI) 
การใช้ DMF เป็นสาร cryoprotectant พบว่า เมื่อใช้ 6% DMF ร่วมกับ EK ให้อัตราการผสมติด
สูงสุด เท่ากับ 42.37±1.45% (46% ของน้้าเช้ือสด) ซึ่งสอดคล้องกับผลการประเมินความสมบูรณ์ของอะ
โครโซมพบอสุจิมีชีวิตและอะโครโซมสมบูรณ์ (PI-PNA-) (51.00±3.21%) และการท้างานของไมโตรคอน 
เดรียสมบูรณ์ (PI-R123+) (52.00±3.79%) สูงท่ีสุดเมื่อเทียบกับทรีทเมนต์อื่น ๆ (P<0.01) และเมื่อใช้ EK 
modified extender ท่ีมี ค่าออสโมลาลิต้ี ท่ีระดับ 350 และ 400 mOsm kg-1, BPSE, IGGKP และ 
Schramm ให้ผลอัตราการเคล่ือนท่ีรวม และอัตราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าไม่แตกต่างกัน (P>0.05) เมื่อใช้ 
modified extender ท่ีมีค่าออสโมลาลิต้ีท่ีระดับ 350 mOsm kg-1, EK และ Schramm พบว่า ให้ผล
อัตราการมีชีวิตสูงกว่าทรีทเมนต์อื่น ๆ (P<0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 4.1 และ 4.2 
การใช้ DMA เป็นสาร cryoprotectant พบว่า เมื่อใช้ 6% DMA ร่วมกับ Lake’s diluent ให้ผล
อัตราการผสมติดเท่ากับ 11.76±5.88% (10% ของน้้าเช้ือสด) ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(P>0.05) แต่เมื่อใช้ modified extender ท่ีมีค่าออสโมลาลิต้ีท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 พบอัตราการ
เคล่ือนท่ีรวม (40.33±2.33%), อัตราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้า (21.33±1.76%) และอัตราการมีชีวิต 
(42.00±2.31%) สูงสุดเมื่อเปรียบเทียบกับทรีทเมนต์อื่น ๆ แต่พบอสุจิมีชีวิตและอะโครโซมสมบูรณ์ (PI-
PNA-) เพียง 3% และพบอสุจิมีชีวิตแต่อะโครโซมถูกท้าลาย (PI-PNA+) มากถึง 52% ยังพบความสมบูรณ์
ของการท้างานไมโตรคอนเดรีย (PI-R123+) เพียง 8% ดังแสดงในตารางท่ี 4.3 และ 4.4 
 การใช้ DMSO เป็นสาร cryoprotectant พบว่า เมื่อใช้ 6% DMSO ร่วมกับ BPSE พบผลอัตรา
การผสมติดเท่ากับ 2.08±2.08% (1% ของน้้าเช้ือสด) ซึ่งให้อัตราการผสมติดไม่แตกต่างจากทรีทเมนต์อื่น 
ๆ ท่ีใช้ในการศึกษา (P>0.05) แต่เมื่อใช้ modified extender ท่ีมีค่าออสโมลาลิต้ีท่ีระดับ 350 mOsm kg-
30 
 
1 มีอัตราการเคล่ือนท่ีรวม (53.33±4.33%), อัตราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้า (17.00±1.73%) และอัตราการ
มีชีวิต (52.00±1.73%) สูงสุดเมื่อเปรียบเทียบกับทรีทเมนต์อื่น ๆ (P<0.05) แต่พบมีอสุจิท่ีมีชีวิตและมีอะ
โครโซมสมบูรณ์ (PI-PNA-) เพียง 3% และมีอสุจิมีชีวิตแต่อะโครโซมถูกท้าลาย (PI-PNA+) มากถึง 46% 
และพบความสมบูรณ์ของท้างานไมโตรคอนเดรีย (PI-R123+) เพียง 10% ดังแสดงในตารางท่ี 4.5 และ 4.6 
ตารางที่ 4.1 ผลของสาร Extender 8 ชนิด ร่วมกับ 6% DMF ต่อคุณภาพน้้าเช้ือแช่แข็งไก่พื้นเมือง
       พันธุ์เหลืองหางขาวที่เก็บรักษาแบบแช่แข็ง (Mean±SE) 
หมายเหตุ: Modified extender (MOE) หน่วย mOsm kg-1 
   ตัวอักษรท่ีต่างกันในแต่คอลัมนแ์สดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) 















MOE 300 29.67±1.86cd 12.67±1.45c 26.00±2.08d 
1.75±1.75d 
(0.64) 
MOE 350 46.67±2.85b 22.33±2.40b 50.00±1.73b 
2.38±2.38d 
(0.88) 
MOE 400 37.00±2.65bc 22.67±0.88b 37.67±1.45c 
5.38±0.26cd 
(5.81) 
Lake's diluent 26.00±2.89d 12.00±1.15c 24.00±1.53d 
8.77±4.64cd 
(6.42) 
BPSE 36.33±2.60bc 22.33±1.86b 38.00±2.08c 
18.29±2.11c 
(19.65) 
IGGKP 44.67±5.49b 16.33±3.18bc 36.00±2.65c 
14.52±1.73c 
(15.58) 
EK 43.67±2.33b 21.67±0.67b 51.00±0.58b 
42.37±1.45b 
(45.75) 
Schramm 46.00±3.06b 22.00±3.06b 46.67±2.40b 
20.26±2.66c 
(21.74) 






ตารางที่ 4.2 ผลของสาร extender 8 ชนิด ร่วมกับ 6% DMF ต่อความสมบูรณ์ของอะโครโซมและการท้างานของไมโตคอนเดรียของน้้าเช้ือแช่แข็งไก่พื้นเมืองพันธุ์
       เหลืองหางขาวที่เก็บรักษาแบบแช่แข็ง (Mean±SE) 
extender  














MOE 300  1.33±0.88e 24.67±0.88cd 20.00±0.58bc 54.00±1.00a 12.67±1.20ef 37.33±1.20ab 
MOE 350  5.67±1.76de 43.33±3.53a 15.00±1.73bc 36.00±3.61c 13.00±2.00ef 37.00±2.00ab 
MOE 400  6.67±2.73d 42.33±0.33a 13.67±2.19c 37.33±1.86bc 7.67±1.45f 42.33±1.45a 
Lake's diluent 13.33±2.33de 31.00±2.08bc 19.00±1.73bc 40.00±0.57bc 15.33±1.86ef 34.67±1.86b 
BPSE 6.00±2.08de 26.00±3.06cd 29.00±0.58a 39.00±1.52bc 18.67±1.20e 31.33±1.20b 
IGGKP 14.00±2.08d 40.33±3.38ab 23.00±3.00ab 22.67±3.84d 31.33±1.20d 18.67±1.20c 
EK 51.00±3.21b 15.33±2.33d 20.67±1.20abc 3.00±0.58e 52.00±3.79b 5.33±1.45de 
Schramm 23.67±1.86c 17.33±3.38d 12.67±3.48cd 46.33±3.52ab 40.33±0.88c 9.67±0.88d 
Control (น้้าเช้ือสด) 91.33±0.88a 3.00±1.53e 4.67±1.45d 1.67±0.33e 90.33±1.45a 3.67±0.67e 
หมายเหตุ: ตัวอักษรท่ีต่างกันในแต่ละคอลัมน์แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.01)  
    LIA; Live with intact acrosome LRA; Live with ruptured acrosome, DIA; Dead with intact acrosome DRA; Dead with ruptured  
    acrosome FITC-PNA; fluorescein isothiocyanate conjugated peanut agglutinin R123; Rhodamine 123 PI; propidium iodide ; Modified  




ตารางที่ 4.3 ผลของสาร Extender 8 ชนิด ร่วมกับ 6% DMA ต่อคุณภาพน้้าเช้ือแช่แข็งไก่พื้นเมือง
        พันธุ์เหลืองหางขาวที่เก็บรักษาแบบแช่แข็ง (Mean±SE) 
หมายเหตุ: ตัวอักษรท่ีต่างกันในแต่ละคอลัมน์แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) 














MOE 300 25.33±3.28c 12.00±2.08de 24.00±2.31de 
5.83±3.63b 
(4.44) 
MOE 350 40.33±2.33b 21.33±1.76b 42.00±2.31b 
0.00±0.00b 
(0.00) 
MOE 400 31.00±1.00c 17.33±1.20bc 26.00±2.08d 
0.00±0.00b 
(0.00) 
Lake's diluent 31.33±2.73c 14.33±1.33cd 32.33±1.45c 
11.76±5.88b 
(9.55) 
BPSE 14.67±1.45d 8.67±0.67e 10.67±0.67f 
6.30±3.87b 
(4.82) 
IGGKP 3.67±1.45e 0.00±0.00g 8.33±0.88f 
5.26±5.26b 
(2.17) 
EK 14.67±2.03d 4.33±0.33f 19.00±2.00e 
6.67±4.41b 
(5.00) 
Schramm 31.67±0.67c 8.67±1.45e 29.67±1.45cd 
5.88±5.88b 
(2.44) 






ตารางที่ 4.4 ผลของสาร extender 8 ชนิด ร่วมกับ 6% DMA ต่อความสมบูรณ์ของอะโครโซมและการท้างานของไมโตคอนเดรียของน้้าเช้ือแช่แข็งไก่พื้นเมืองพันธุ์
       เหลืองหางขาวที่เก็บรักษาแบบแช่แข็ง (Mean±SE) 
extender  














MOE 300  4.00±1.15d 32.67±2.91b 15.67±2.60c 55.67±2.33a 11.33±0.88bcd 38.67±0.88abcd 
MOE 350  2.67±0.88d 51.67±2.03a 19.67±0.88bc 24.33±1.86c 8.00±0.58cd 42.00±0.58abc 
MOE 400  4.33±0.67d 38.33±2.40b 14.00±2.31c 50.00±1.00ab 5.33±0.33d 44.67±0.33a 
Lake's diluent 11.33±0.88c 34.00±1.53b 25.67±2.33ab 32.33±1.67c 17.33±1.45b 32.67±1.45d 
BPSE 5.33±1.45d 34.00±2.52b 30.67±0.88a 30.00±1.73c 11.67±1.86bcd 38.33±1.86bcd 
IGGKP 12.00±1.15bc 49.33±1.45a 25.00±1.00ab 13.67±1.76d 7.00±1.53d 43.00±1.53ab 
EK 5.33±1.45d 14.33±0.88c 22.00±1.73bc 58.33±2.96a 13.67±0.88bc 36.33±0.88cd 
Schramm 17.00±2.00b 22.67±2.40c 16.33±2.73c 44.00±3.21b 15.33±2.73b 34.67±2.73d 
Control (น้้าเช้ือสด) 91.33±0.88a 3.00±1.53d 4.67±1.45d 1.67±0.33e 90.33±1.45a 3.67±0.67e 
หมายเหตุ: ตัวอักษรท่ีต่างกันในแต่ละคอลัมน์แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.01)  
LIA; Live with intact acrosome LRA; Live with ruptured acrosome, DIA; Dead with intact acrosome DRA; Dead with ruptured       
acrosome FITC-PNA; fluorescein isothiocyanate conjugated peanut agglutinin R123; Rhodamine 123 PI; propidium iodide; Modified 




ตารางที่ 4.5 ผลของสาร Extender 8 ชนิด ร่วมกับ 6% DMSO ต่อคุณภาพน้้าเช้ือแช่แข็งไก่พื้นเมือง
       พันธุ์เหลืองหางขาวที่เก็บรักษาแบบแช่แข็ง (Mean±SE) 
หมายเหตุ: ตัวอักษรท่ีต่างกันในแต่ละคอลัมน์แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) 


























38.33±2.19c 13.67±0.67b 35.00±2.08c 
0.00±0.00b 
(0.00) 
Lake's diluent 11.67±0.33f 4.00±0.58de 12.00±1.15e 
0.00±0.00b 
(0.00) 
BPSE 18.00±1.00e 7.33±2.03cd 24.00±2.08d 
2.08±2.08b 
(0.79) 
IGGKP 6.33±1.67g 0.33±0.33f 10.00±1.73e 
0.00±0.00b 
(0.00) 
EK 18.67±1.76e 5.00±1.00cd 20.33±0.88d 
0.00±0.00b 
(0.00) 
Schramm 7.33±1.86fg 1.67±0.33e 13.67±2.33e 
0.00±0.00b 
(0.00) 






ตารางที่ 4.6 ผลของสาร extender 8 ชนิด ร่วมกับ 6% DMSO ต่อความสมบูรณ์ของอะโครโซมและการท้างานของไมโตคอนเดรียของน้้าเช้ือแช่แข็งไก่พื้นเมือง
       พันธุ์เหลืองหางขาวที่เก็บรักษาแบบแช่แข็ง (Mean±SE) 
Extender  














MOE 300  2.33±0.33c 27.33±3.53bc 29.00±2.00a 41.33±5.49c 6.33±1.86cd 43.67±1.86ab 
MOE 350  3.33±1.20c 45.67±3.48a 24.67±0.88ab 26.33±3.76d 9.67±0.67bcd 40.33±0.67abc 
MOE 400  2.67±0.33c 29.33±3.38b 17.00±1.53c 51.00±1.53c 6.00±2.08cd 44.00±2.08ab 
Lake's diluent 1.33±0.33c 14.00±1.15de 11.00±0.58d 73.67±1.20b 5.33±0.33cd 44.67±0.33ab 
BPSE 13.00±1.15b 22.00±1.73bcd 22.00±2.00bc 43.00±4.73c 14.67±1.86b 35.33±1.86c 
IGGKP 1.33±0.33c 39.67±2.73a 11.33±1.45d 47.67±4.48c 12.33±1.76bc 37.67±1.76bc 
EK 0.33±0.33c 17.33±0.88cde 0.67±0.33e 82.00±1.15ab 5.33±2.73cd 44.67±2.73ab 
Schramm 1.00±0.58c 11.00±1.15ef 0.33±0.33e 87.67±0.33a 3.33±1.76d 46.67±1.76a 
Control (น้้าเช้ือสด)  91.33±0.88a 3.00±1.53f 4.67±1.45e 1.67±0.33e 90.33±1.45a 3.67±0.67d 
หมายเหตุ: ตัวอักษรท่ีต่างกันในแต่ละคอลัมน์แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.01) 
LIA; Live with intact acrosome LRA; Live with ruptured acrosome, DIA; Dead with intact acrosome DRA; Dead with ruptured   
acrosome FITC-PNA; fluorescein isothiocyanate conjugated peanut agglutinin R123; Rhodamine 123 PI; propidium iodide; Modified 









เมนต์อื่น ๆ แต่ต้่าและแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับน้้าเช้ือสด (P<0.05) และให้ผลการเกิด
ปริมาณของ MDA ต้่าท่ีสุดเมื่อเปรียบเทียบกับทรีทเมนต์อื่น ๆ (P<0.05) ยกเว้นการเสริมวิตามินอีท่ี
ระดับความเข้มข้น 2.32 mM ส่งผลให้อัตราการเคล่ือนท่ีรวม, อัตราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้า และอัตรา
การมีชีวิตสูงท่ีสุดเมื่อเปรียบเทียบกับทรีทเมนต์อื่น ๆ (P<0.05) นอกจากนี้ยังพบว่า การเสริม Cysteine 
ท่ีระดับความเข้มข้น 5.0 mM ให้อัตราการผสมติดต้่าท่ีสุดเพียง 38% ของน้้าเช้ือสด และให้ผลการเกิด
ปริมาณของ MDA สูงท่ีสุดเท่ากับ 30.35±0.75 nmol/50x106 spz. ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทาง





ตารางที่ 4.7 ผลของชนิดและระดับความเข้มข้นของสาร antioxidant ร่วมกับการใช้ EK+ 6%DMF 





















1.16 53.67±1.85c 27.67±1.45c 44.33±1.20def 
59.92±2.21b 
(61.87) 
2.32 68.00±3.46b 39.33±2.91b 54.00±2.65b 
63.02±5.26b 
(65.19) 




0.5 49.67±3.48f 26.00±0.33fg 48.67±0.88cd 
42.34±2.66cd 
(43.68) 
1.0 50.67±2.33cd 25.00±1.00cde 53.33±0.88bc 
52.53±3.91bc 
(54.05) 




0.025 48.67±2.40cde 26.67±0.67cd 48.67±0.88cd 
42.50±3.82cd 
(43.82) 
0.05 41.00±1.53ef 18.67±0.33g 47.00±1.73de 
40.11±3.12cd 
(41.36) 




(Frozen sperm without 
antioxidant ) 





91.33±0.33a 44.33±1.45a 94.67±0.88a 
95.40±2.31a 
(100.00) 
หมายเหตุ: ตัวอักษรท่ีแตกต่างกันในแต่ละคอลัมน์แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) 






ภาพที่ 4.1 ผลของชนิดและระดับความเข้มข้นของสาร antioxidant ร่วมกับการใช้ EK+6%DMF ต่อปริมาณการเกิด malondialdehyde (MDA) ในน้้าเช้ือไก่ 
     พื้นเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวที่มีการเก็บรักษาแบบแช่แข็ง 
หมายเหตุ: ตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
  
บทที่ 5 
วิจารณ์ สรุป และข้อเสนอแนะ 
 
5.1 ผลของสาร extender และสาร cryoprotectant ต่อคุณภาพน้้าเชื้อและอัตราการผสมติดใน
ไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวที่ผ่านการเก็บรักษาแบบแช่แข็ง  
จากการศึกษาชนิดของสาร extender ท้ังหมด 8 ชนิด ได้แก่ สาร modified extender ท่ีมีค่า
ออสโมลาลิต้ีท่ีระดับต่าง ๆ  (300, 350 และ 400 mOsm kg-1), Lake’s diluent, BPSE, IGGKP, EK และ
Schramm ร่วมกับสาร cryoprotectant 3 ชนิด ได้แก่ DMF, DMA, DMSO ท่ีระดับความเข้มข้น 6% 
โดยใช้วิธีการลดอุณหภูมิแบบอังไอไนโตรเจนเหลว พบว่า เมื่อใช้ DMF เป็นสาร cryoprotectant ร่วมกับ 
EK ให้ผลอัตราการปฏิสนธิสูงท่ีสุด (46%) ซึ่งสอดคล้องกับผลการประเมินความสมบูรณ์ของอะโครโซม 
การท างานของไมโตรคอนเดรีย, อัตราการเคล่ือนท่ี และอัตราการมีชีวิต พบว่า 6% DMF ร่วมกับ EK ให้
เปอร์เซ็นต์การประเมินดังกล่าวสูงท่ีสุด ซึ่งจากการรายงานของ Surai and Wishat (1996) ได้มีการ
รายงานถึงการศึกษาชนิดของสาร cryoprotectant และพบว่าโดยท่ัวไปการใช้ DMF และ DMA ในการ
เป็นสาร cryoprotectant นั้นส่งผลดีต่อคุณภาพน้ าเช้ือสัตว์ปีกมากกว่าการใช้ DMSO ในการเป็นสาร 
cryoprotectant และท้ังนี้ยังมีปัจจัยมาจากค่าของแรงดันออสโมติกของสาร extender โดย EK 
extender มีค่าออสโมลาลิต้ี (414±0.67 mOsm kg-1) สูงกว่าน้ าเช้ือไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวท่ี
ท าการศึกษา (340.00±0.58 mOsm kg-1) ฉะนั้น EK extender จึงจัดว่ามีคุณสมบัติเป็น hypertonic 
solution (hyper-osmotic) และจากผลการศึกษาในครั้งนี้สอดคล้องกับการรายงานของ Surai and 
Wishat (1996) ได้มีการรายงานว่า ส่วนประกอบของสาร extender ท่ีแตกต่างกันในแต่ละชนิดมี
ความส าคัญน้อยกว่าค่าแรงดันออสโมติกของสารละลาย โดยค่าแรงดันออสโมติกของสารละลายนั้นควรมี
คุณสมบัติเป็น hypertonic solution (hyper-osmotic) และควรมีค่าความเป็น hyper-osmotic อยู่
ในช่วงประมาณ 50-100 mOsm kg-1 เมื่อเปรียบเทียบกับค่าออสโมติกภายใน seminal plasma ของสัตว์
ปีกแต่ละสายพันธุ์ และจากการรายงานของ Siudzinska and Lukaszewicz (2008) พบว่า สาร extender 
ท่ีมีคุณสมบัติเป็น hyper-osmotic เหมาะสมกับการเก็บรักษาน้ าเช้ือไก่สายพันธุ์  Green-Legged 
Partridge, สายพันธุ์  Black Minorca, สายพันธุ์  White Crested Black Polish และสายพันธุ์  Italian 
Partridge โดยจะส่งผลให้มีการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของตัวอสุจิแบบคอโค้งงอต่ ากว่าสาร extender ท่ีมี
คุณสมบัติเป็น isosmotic และ hypo-osmotic และ Giesen and Sexton (1983) ได้มีการเสนอแนะว่า
การใช้สาร extender ท่ีมีคุณสมบัติเป็น hyper-osmotic นั้นสามารถเพิ่มอัตราการมีชีวิตของอสุจิไก่งวง
ได้ ซึ่งสอดคล้องกับ Lukaszewicz (2002) พบว่า extender สูตร EK ให้ผลดีต่อการเก็บรักษาน้ าเช้ือห่าน 
โดยค่าออสโมลาลิต้ีท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน้ าเช้ือสัตว์ปีกจะอยู่ในช่วงระหว่าง 250-460 mOsm 





แหล่งของน้ าตาล ได้แก่ glucose, fructose และ inositol อีกท้ัง extender สูตร EK ยังมี PVP ใน
ส่วนประกอบ ซึ่ง PVP มีคุณสมบัติเป็นสาร cryoprotectant ท่ีออกฤทธิ์ภายนอกเซลล์ จึงท าให้เซลล์อสุจิ
ได้รับการปกป้องเมื่อเก็บรักษาในสภาพท่ีเย็น 
ในขณะท่ีการใช้ DMA เป็นสาร cryoprotectant พบว่า เมื่อใช้ 6% DMA ร่วมกับ Lake’s 
diluent ให้ผลอัตราการผสมติดเพียง 10% ของน้ าเช้ือสด ซึ่งต่ ากว่า DMF ร่วมกับ EK ท้ังนี้อาจ
เนื่องมาจากอิทธิพลร่วมของการท างานของสาร extender สาร cryoprotectant และวิธีการแช่แข็ง
น้ าเช้ือ ซึ่งจากการรายงานของทิพย์สุดา (2556) พบอิทธิพลร่วมกันระหว่างชนิดของสาร extender กับ
ชนิดของสาร cryoprotectant ซึ่งอิทธิพลเหล่านี้จะส่งผลต่อคุณภาพของน้ าเช้ือได้ ท้ังนี้อาจเนื่องมาจาก
การท างานร่วมกันระหว่างสาร extender และสาร cryoprotectant ต่างชนิดกัน มีผลต่อการเพิ่มแรงดัน
ออสโมติกท่ีแตกต่างกัน นอกจากนี้ยังมีการรายงานถึงการใช้ DMA ประสบผลส าเร็จในการเก็บรักษา
น้ าเช้ือไก่ด้วยวิธีการแช่แข็งแบบเม็ด โดยการศึกษาของ Tseluntin et al. (1999) พบว่า เมื่อใช้ DMA ท่ี
ระดับความเข้มข้น 6% ร่วมกับ Lake’s diluted ในการเก็บรักษาน้ าเช้ือไก่สายพันธุ์การค้า (type I 99) 
ด้วยวิธีแช่แข็งแบบเม็ด ส่งผลให้เปอร์เซ็นต์การผสมติดสูงท่ีสุดและไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม (P>0.05) 
ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Chalah et al. (1999) พบว่า การใช้ 6% DMA ร่วมกับ Lake’s diluents 
ด้วยวิธีแช่แข็งแบบเม็ด ส่งผลให้อัตราการผสมติดสูงขึ้นเช่นเดียวกัน 
การใช้ DMSO เป็นสาร cryoprotectant พบว่า เมื่อใช้ 6% DMSO ร่วมกับ BPSE ให้อัตราการ
ผสมติดสูงสุดเพียง 1% ของน้ าเช้ือสด ท้ังนี้เนื่องมาจาก DMSO อาจเป็นพิษต่อเซลล์อสุจิ ซึ่งสอดคล้องกับ
เทวินทร์ และคณะ (2547) พบว่า การใช้ ethylene glycol และ DMSO ระดับความเข้มข้น 2% มผีลเสีย
ต่ออัตราการผสมติดของน้ าเช้ือภายหลังการผสมเทียม การใช้ DMSO โดยท่ัวไปแล้วหากแช่แข็งน้ าเช้ือโดย
เทคนิคของ Bletsville มักใช้ DMSO ท่ีระดับความเข้มข้น 4-4.5% อย่างไรก็ตามในการแช่แข็งน้ าเช้ือเป็ด 
Han et al. (2005) พบว่า การใช้ DMSO ท่ีระดับความเข้มข้น 10% ให้ผลดีต่อคุณภาพน้ าเช้ือ โดยความ
เข้มข้นของการใช้ DMSO นั้นอาจขึ้นกับวิธีการในการเก็บรักษาน้ าเช้ือท่ีแตกต่างกันหรือความแตกต่างของ
ชนิดพันธุ์ และสายพันธุ์ของสัตว์ 
 
5.2 ผลของชนิดและระดับความเข้มข้นของสาร antioxidant ที่เหมาะสมต่อคุณภาพน้้าเชื้อและ
อัตราการผสมติดในไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวที่ผ่านการเก็บรักษาแบบแช่แข็ง 
 จาการศึกษาการเสริมสาร antioxidant 3 ชนิด และ 3 ระดับความเข้มข้น ได้แก่ วิตามินอท่ีีระดับ
ความเข้มข้น 1.16, 2.32 และ 3.48 mM Cysteine ท่ีระดับความเข้มข้น 0.5, 1.0 และ5.0 mM และ 
Glutathione ท่ีระดับความเข้มข้น 0.025, 0.05 และ 0.1 mM ในการศึกษานี้ท าการเลือกสาร extender 
และสาร cryoprotectant (EK + 6% DMF) ท่ีให้อัตราการผสมติดสูงท่ีสุดจากการทดลองท่ี 1 มาท าการ




ผลการศึกษา พบว่าการเสริมวิตามินอีท้ัง 3 ระดับความเข้มข้น (1.16, 2.32 และ 3.48 mM) ให้อัตราการ
ผสมติดสูงถึง 59 – 65% ของน้ าเช้ือสด และสามารถลดการปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ันลงได้มากกว่า
การเสริม Cysteine และ Glutathione ท้ังนี้เนื่องมาจากวิตามินอีเป็นวิตามินท่ีละลายได้ดีในไขมัน และมี
บทบาทส าคัญในการหยุดสายปฏิกิริยาการเกิดสารอนุมูลอิสระ (Chain-breaking antioxidant) จึง
เกิดปฏิกิริยาและท าหน้าท่ีได้ดีในบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ ซึ่งองค์ประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิของไก่จะ
ประกอบด้วย กรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาว (Polyunsaturated fatty acid) เป็นส่วนประกอบหลัก ซึ่งในไก่
จะมี phospholipids ประกอบอยู่ในอสุจิมากถึง 66.4-70.7% ของไขมันท้ังหมด (Cerolini et al., 1997a; 
Kelso et al., 1997a; Surai et al., 2000a) การท่ีโครงสร้างของเซลล์อสุจิของไก่ ประกอบด้วย กรดไขมัน
ไม่อิ่มตัวสายยาวเป็นจ านวนมากนี้จึงไวต่อการเกิดปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ันท าให้เกิดความเสียหาย
ต่อโครงสร้างเซลล์อสุจิได้สูง (Breque et al., 2003) ซึ่งเมื่อเซลล์อสุจิท่ีมีชีวิตถูกเก็บอยู่ในสภาวะท่ีใช้
ออกซิเจน เช่น ระหว่างการแช่เย็น, แช่แข็ง และละลายตัวอสุจิภายหลังการแช่แข็ง กระบวนการเหล่านี้
ต้องการออกซิเจนเพื่อไปช่วยในกระบวนการสันดาป แต่อย่างไรก็ตามผลิตผลจากการสันดาปออกซิเจนท่ี
มากเกินไป คือ Reactive Oxygen Species (ROS) จะเป็นสาเหตุท าให้โครงสร้างเซลล์อสุจิเกิดความ
เสียหายและตายได้ และในกระบวนการแช่แข็งน้ าเช้ือ พบว่าปริมาณ ROS เพิ่มข้ึน นั้นมีความเกี่ยวข้อง
ทางสรีรวิทยาในการรักษาความสามารถในการปฏิสนธิ กระบวนการ capacitation และ acrosome 
reaction ของตัวอสุจิ โดย ROS ท่ีมากเกินไป จะท าให้ความสามารถในการเคล่ือนท่ีและการปฏิสนธินั้นลด
น้อยลง (Baumber et al., 2000; Bucak et al., 2008) ซึ่งความเสียหายจากปฏิกิริยาเปอร์ออกซิเดช่ันท่ี
เกิดขึ้น ส่งผลให้เกิดการสูญเสียการท างานของเย่ือหุ้มเซลล์รวมถึงเกิดความเสียหายของ DNA ท่ีส่วนหัว
ของอสุจิด้วย (Agarwal and Said, 2003) ภายใต้สภาวะปกติตัวอสุจิท่ี DNA เกิดความเสียหายนั้นจะไม่
สามารถเข้าสู่กระบวนการปฏิสนธิได้ ซึ่งวิตามินอีเองนั้นมีคุณสมบัติหลัก คือ สามารถท่ีจะละลายได้ดีใน
ไขมันจึงมีประสิทธิภาพในการปกป้องเซลล์อสุจิได้มากกว่าสาร antioxidant ชนิดอื่น ๆ ท่ีท าการศึกษา 
และด้วยกลไกในการหยุดสายปฏิกิริยาการเกิดสารอนุมูลอิสระของวิตามินอีจึงช่วยลดการเกิดปฏิกิริยาลิ
ปิดเปอร์ออกซิเดช่ันของน้ าเช้ือไก่ได้จากกระบวนการใช้ออกซิเจนในระหว่างการท าการเก็บรักษาน้ าเช้ือ
แบบแช่แข็ง ซึ่งสอดคล้องกับการรายงานของ Cerolini et al. (2000) พบว่า การเสริมวิตามินอีสามารถ
ช่วยลดการเกิดปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ันในการเก็บรักษาน้ าเช้ือหมูท่ีอุณหภูมิ 19 องศาเซลเซียส และ
สอดคล้องกับการศึกษาของ Tabatabaei et al. (2011) พบว่า การเสริมวิตามินอีส่งผลให้อัตราการ
เคล่ือนท่ี, อัตราการมีชีวิตสูงขึ้น และส่งผลให้อสุจิมีลักษณะผิดปกติต่ าท่ีสุดและแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติกับกลุ่มควบคุมท่ีไม่มีการเสริมวิตามินอีในการเก็บรักษาน้ าเช้ือไก่เนื้อสายพันธุ์ Ross (P<0.05) 
และการศึกษาของ Asadpour et al. (2011) ได้ท าการศึกษาการเสริมวิตามินอีลงใน citrate-egg yolk 





ควบคุม (P<0.05) จากการศึกษาของ Andrabi et al. (2008) ได้ท าการศึกษาการเสริมวิตามินอีลงใน Tris-
citric acid (TCA) ต่อคุณภาพน้ าเช้ือกระบือ พบว่า การเสริมวิตามินอีช่วยเพิ่มอัตราการเคล่ือนท่ี และ
ความสมบูรณ์ของ plasma membrane ของอสุจิสูงกว่าเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (P<0.05) และใน
การศึกษาครั้งนี้ พบว่าการเสริม Cysteine ท่ีระดับความเข้มข้น 5.0 mM และ Glutathione ท่ีระดับความ
เข้มข้น 0.1 mM ส่งผลเสียต่อคุณภาพน้ าเช้ือ ซึ่งสอดคล้องกับ Rivlin et al. (2004) รายงานว่า ระดับ
ความเข้มข้นของสาร antioxidant ท่ีเหมาะสม สามารถยับยั้งการเกิด ROS ในกระบวนการ capacitation 
และ acrosome reaction ของเซลล์อสุจิได้ดีกว่าการเสริมสาร antioxidant ท่ีระดับความเข้มข้นสูงหรือ
ต่ าเกิน ซึ่งระดับความเข้มข้นท่ีไม่เหมาะสมนี้จะส่งผลให้มีการผลิต ROS ในปริมาณท่ีสูงขึ้นและเพิ่มความ
เป็นพิษต่อเซลล์อสุจิ แต่ท้ังนี้การเสริม Cysteine ท่ีระดับความเข้มข้น 1.0 mM ยังสามารถให้อัตราการ
ผสมติดสูงกว่า 50% ของน้ าเช้ือสด เนื่องมาจาก Cysteine เป็นสารประเภทกรดอะมิโน อีกท้ังยังเป็นสาร
ต้ังต้นในกระบวนการสร้าง Glutathione จึงช่วยรักษาระดับของ Glutathione ภายในเซลล์และช่วย
ปกป้องเซลล์จากความเสียหายภายใต้การเกิด oxidative stress (Meister and Anderson, 1983) โดย 
Cysteine จะท าหน้าท่ีเป็นตัวดักจับอนุมูลอิสระ (free radical scavengers) เพื่อก าจัด ROS ท่ีเกิดขึ้น 
ช่วยปกป้องความเสียหายในการท างานของเซลล์อสุจิจากกระบวนการในการเก็บรักษาน้ าเช้ือท้ังแบบแช่
เย็นและแช่แข็ง (Sagara et al., 1993; Mazor et al., 1996) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Funahashi 
and Sano (2005) ได้ท าการศึกษาการเสริม Gluthaione, Cysteine และ Hypotaurine ต่อการเก็บ
รักษาน้ าเช้ือสุกรท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส พบว่า เมื่อมีการเก็บรักษาน้ าเช้ือสุกรเป็นเวลา 7 และ 14 
วัน extender ท่ีเสริม Cysteine ส่งผลให้อัตราการมีชีวิตของอสุจิสูงสุดเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (P<0.05) 
และพบว่าเมื่อท าการเก็บรักษาน้ าเช้ือสุกรเป็นเวลา 14 วัน การเสริม Cysteine ท่ีระดับความเข้มข้น 2.5-
5.0 mM ส่งผลให้ตัวอสุจิมีอัตราการมีชีวิตรอดสูงกว่าการเสริม Cysteine ในระดับอื่น ๆ นอกจากนี้ยัง
พบว่าการเสริม Cysteine ท่ีระดับความเข้มข้นสูงสุด 5.0 mM ให้อัตราการผสมติดต่ าท่ีสุดเท่ากับ 38% 
ของน้ าเช้ือสด และให้ผลการเกิดปริมาณของ MDA สูงท่ีสุด เท่ากับ 30.35±0.75 nmol/50x106 
spermatozoa การศึกษานี้สอดคล้องกับรายงานของ Uysal and Bucak (2007) ซึ่งศึกษาเปรียบเทียบ
การเสริม Cysteine ท่ีระดับ 0, 5, 10 และ20 mM ในน้ าเช้ือแพะ พบว่า ในระดับ 10 mM ให้ผลดีท่ีสุดต่อ
น้ าเช้ือแพะแบบแช่แข็ง และการเสริมในปริมาณท่ีสูงเกินไปมีผลต่อคุณภาพน้ าเช้ือ และสอดคล้องกับ 
Kaeoket et al. (2008) ซึ่งรายงานว่า การเสริม Cysteine มีผลดีต่อน้ าเช้ือแบบแช่แข็งในสุกร โดยระดับท่ี
เหมาะสม คือ 5 และ 10 mM ส่วนการเสริมในระดับสูงเกินไปเกิดผลเสียเช่นกัน เช่นเดียวกับการศึกษา
ของ Carolina et al. (2011) ได้ท าการศึกษาระดับความเข้มข้นของการเสริม Cysteine ต่อการเก็บรักษา
น้ าเช้ือสุกร โดยท าการเสริม Cysteine ลงใน BTS extender พบว่า หลังจากการเก็บรักษาน้ าเช้ือสุกรเป็น
เวลา 72 ช่ัวโมง อัตราการมีชีวิตรอดของอสุจิต่ ากว่า 10% เมื่อท าการเสริม Cysteine ท่ีระดับความเข้มข้น 




นั้นมีแนวโน้มลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) และส าหรับการเสริม Glutathione นั้นยังให้อัตรา
การผสมติดต่ ากว่า 50% ของน้ าเช้ือสด ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากการลดลงของระดับ Glutathione ภายใน
เซลล์อสุจิในระหว่างกระบวนการเก็บรักษาน้ าเช้ือ ซึ่งมีรายงาน พบว่าระดับ Glutathione มีปริมาณลดลง
หลังจากผ่านกระบวนการเก็บรักษาน้ าเช้ือแบบแช่แข็งในโค (Bilodeau et al., 2000) และหมู (Gadea et 
al., 2004) การลดลงของ Glutathione เป็นตัวกระตุ้นให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดช่ันได้เร็วขึ้น ซึ่งปฏิกิริยา
ของกระบวนการ ROS จะมีผลท าให้เกิดอันตรายต่อตัวอสุจิ เช่น ไมโตครอนเดรีย และในส่วนของสาร
พันธุกรรม (Genomic integrity) (Lamirande et al., 1997) นอกจากนี้ในระหว่างกระบวนการของการ
ละลายน้ าเช้ือก็มีการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดช่ันเกิดขึ้น จึงท าให้การเสริม Glutathione ก่อนเข้าสู่
กระบวนการแช่แข็งให้ผลไม่แตกต่างกับกลุ่มควบคุมท่ีไม่มีการเสริม Glutathione ซึ่งสอดคล้องกับการ
รายงานของเทวินทร์ และคณะ (2555) พบว่า การเสริม glutathione ท่ีระดับ 0.1-1.0 mM มีผลเสียต่อ
คุณภาพน้ าเช้ือไก่พื้นเมือง โดยท าให้ความสามารถในการเคล่ือนท่ีและ ความสมบูรณ์พันธุ์ต่ าลง อย่างไรก็
ตามการเสริม Glutathione ในระดับท่ีสูงเกินไปเกิดผลเสียต่ออสุจิในทุกรายงาน 
 
สรุป 
1) จากการทดลองผลของสาร extender และสาร cryoprotectant ต่อคุณภาพน้ าเช้ือและอัตรา
การผสมติดในไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวท่ีผ่านการเก็บรักษาแบบแช่แข็ง พบว่า  การใช้สาร 
extender สูตร EK ร่วมกับ 6% DMF สามารถให้อัตราการผสมติดสูงท่ีสุดเท่ากับ 42% (46% ของน้ าเช้ือ
สด) 
           2) การเสริมวิตามินอี สามารถช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของน้ าเช้ือไก่แบบแช่แข็งได้ดีกว่าการเสริม
สาร antioxidant ชนิดอื่น ๆ (Cysteine และ Glutathione) อีกท้ังยังช่วยลดการเกิดปฏิกิริยาลิปิดเปอร์
ออกซิเดช่ันได้ดีกว่าด้วย 
ข้อเสนอแนะ 
หากต้องการเสริม Glutathione เพื่อใช้เป็นสาร antioxidant นั้นควรจะต้องมีการวัดระดับของ 
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ภาคผนวก ก 
วัสดุ อุปกรณ์ และสารเคม ี
 
1. วัสดุและอุปกรณ ์
วัสดุและอุปกรณ์ส าหรับใช้ศึกษาชนิดและระดับความเข้มข้นของสาร antioxidant ที่เหมาะสมต่อ
คุณภาพน้ าเชื้อและอัตราการผสมติดในไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวที่ผ่านการเก็บรักษาแบบแช่
แข็ง 
1. Microtube (efpendorf) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
2. Rack 
3. กระดาษ label 
4. ปากกา label 






11. กระบอกน  ากล่ัน 
12. กระติกน  าแข็ง 
13. micropipette (ขนาด 10, 100, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร) 
14.  small and large pipettes tips  
15. หลอดทดลองพลาสติกขนาด  15  มิลลิลิตร  พร้อมฝาปิด 
16.  หลอดทดลองพลาสติกขนาด  50  มิลลิลิตร  พร้อมฝาปิด 
17. beaker (ขนาด 250, 100, 50, 25 มิลลิลิตร) 
18. volumetric flasks ขนาด 250 มิลลิลิตร 
19. graduated cylinders ขนาด 25 มิลลิลิตร 
20. ขวดแก้วขนาด 250 มิลลิลิตร 
21. glass stirring rod  




24. หลอดแช่แข็ง (french straws) ขนาด 0.5 มิลลิลิตร 
25. Forceps 
26. Liquid nitrogen containers dewar 20 XT (Taylor-Wharton U.S.A.) 
27. Liquid nitrogen storage with dispenser 
28. กล่องโฟมขนาด 28 x 38 x 29 เซนติเมตรฃ 
29. ตะแกรงวางหลอดน  าเชื อ 
30. นาฬิกาจับเวลา 
วัสดุและอุปกรณ์ส าหรับใช้ประเมินคุณภาพน้ าเชื้อ ประกอบด้วย 
1. กล้องจุลทรรศน์แบบ compound microscope 
2. Computer Assisted Semen Analysis (CASA) รุ่น version 10 HTM-IVOS 
3. Flow cytometer รุ่น FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) 
4. 2X-CEL Dual Sides Sperm Analysis Chamber 
5. 2X-CEL Cover Glass 
6. Slide และ Cover slide 
7. Hemacytometer 
8. Counter 
9. Microtube (efpendorf) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
10. นาฬิกาจับเวลา 
11. กระดาษเช็ดเลนส์ 
12. แผ่น DVD 
13. กรรไกร 
14. Cuvette แบบพลาสติก 
15. เครื่อง spectrophotometer 
16. เครื่อง centrifuge 
17. Water bath 




22. กระติกน  าแข็ง 
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23. หลอดฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร 








สารเคมีส าหรับเตรียมสาร extender ประกอบด้วย 
1. Water cell culture grade 
2. Magnesium acetate 
3. Sodium acetate 
4. Potassium citrate 
5. Sodium glutamate 
6. Dipotassium hydrogen phosphate 
7. Potassium dihydrogen phosphate 
8. Fructose 
9. TES (N-Tris (hydrxy methal) 
10. Methyl-2-amino ethane sulfonic acid 
11. Potassium acetate 
12. Polyvinylpyroridone (PVP) 
13. Glucose 
14. Sodium dihydrogen phosphate 
15. Inositol 
16. Protamine sulfate 
17. Anhydrous sodium hydrogen phosphate 
18. Vitamin E 




กลุ่มสาร cryoprotectant และสารเคมีส าหรับใช้ศึกษาการเก็บ รักษาน้ าเชื้อแบบแช่แข็ง 
ประกอบด้วย 
1. Dimethyl formamide (DMF) 
2. Dimethyl acetamide (DMA) 
3. Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
4. ไนโตรเจนเหลว (LN2) 
5. ผงอุด Polyvinyl alcohol (PVA) 
สารเคมีส าหรับใช้ประเมินคุณภาพน้ าเชือ้ ประกอบด้วย 
1. Eosin B 
2. Nigrosin 
3. Sodium citrate dihydrate 
4. น  ายาเช็ดเลนส์ 
5. น  ายาเคลือบเล็บ 
6. Immersion oil 
สารเคมีส าหรับเตรียมตัวอย่างเพื่อศึกษาความสมบูรณ์ของอะโครโซม และการท างานของไมโตคอนเดรีย 
ประกอบด้วย 
1. Fluorescein isothiocyanate conjugated peanut agglutinin (FITC-PNA) 
2. Rhodamine 123 
3. Propidium iodide (PI) 
สารเคมีส าหรับเตรียมตัวอย่างเพื่อศึกษาระดับการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดชั่นโดยการวิเคราะห์ จาก
ปริมาณ maloaldehyde (MDA) ที่เกิดขึ้น ด้วยวิธี Thiobarbituric acid reactive substant 
(TBARS) ประกอบด้วย 
1. Ferrous sulfate 0.2 mM 
2. Sodium ascorbate 1 mM 
3. 15% Trichloroacetic acid (TCA) 








ตารางที่ ข. 1 แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ร่วมกับ 6% DMF ต่ออัตราการเคล่ือนท่ีรวม 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 4120.949 8 515.119 45.818 .000 
Within Groups 202.370 18 11.243   
Total 4323.318 26    
 
ตารางที่ ข. 2 แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ร่วมกับ 6% DMF ต่ออัตราการเคล่ือนท่ีไป
         ข้างหน้า 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 683.752 8 85.469 12.101 .000 
Within Groups 127.135 18 7.063   
Total 810.886 26    
 
ตารางที่ ข. 3 แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ ผลของสาร extender ร่วมกับ 6% DMA ต่ออัตราการเคล่ือนท่ีรวม 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 7735.711 8 966.964 108.729 .000 
Within Groups 160.080 18 8.893   







ตารางที่ ข. 4 แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ร่วมกับ 6% DMA ต่ออัตราการเคล่ือนท่ีไป
        ข้างหน้า 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 2685.353 8 335.669 77.965 .000 
Within Groups 77.497 18 4.305   
Total 2762.850 26    
 
ตารางที่ ข. 5 แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ร่วมกับ 6% DMSO ต่ออัตราการเคล่ือนท่ีรวม 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 8895.084 8 1111.886 130.941 .000 
Within Groups 152.846 18 8.491   
Total 9047.931 26    
 
ตารางที่ ข. 6 แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ ผลของสาร extender ร่วมกับ 6% DMSO ต่ออัตราการเคล่ือนท่ีไป
        ข้างหน้า 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 2690.506 8 336.313 54.642 .000 
Within Groups 110.786 18 6.155   
Total 2801.293 26    
 
1.2 อัตราการมีชีวิต 
ตารางที่ ข. 7 แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ร่วมกับ 6% DMF ต่ออัตราการมีชีวิต 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 4202.348 8 525.293 119.456 .000 
Within Groups 79.153 18 4.397   





ตารางที่ ข. 8 แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ ผลของสาร extender ร่วมกับ 6% DMA ต่ออัตราการมีชีวิต 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 6811.759 8 851.470 186.747 .000 
Within Groups 82.071 18 4.559   
Total 6893.830 26    
 
ตารางที่ ข. 9 แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ ผลของสาร extender ร่วมกับ 6% DMSO ต่ออัตราการมีชีวิต 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 7357.536 8 919.692 166.627 .000 
Within Groups 99.350 18 5.519   
Total 7456.887 26    
 
1.3 อัตราการผสมติด 
ตารางที่ ข. 10 แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ร่วมกับ 6% DMF ต่ออัตราการผสมติด 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 19631.313 8 2453.914 33.061 .000 
Within Groups 1632.906 22 74.223   
Total 21264.219 30    
 
ตารางที่ ข. 11 แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ ผลของสาร extender ร่วมกับ 6% DMA ต่ออัตราการผสมติด 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 19454.360 8 2431.795 19.453 .000 
Within Groups 2750.126 22 125.006   







ตารางที่ ข. 12 แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ ผลของสาร extender ร่วมกับ 6% DMSO ต่ออัตราการผสมติด 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 27330.307 8 3416.288 118.038 .000 
Within Groups 636.733 22 28.942   
Total 27967.039 30    
 
2. การศึกษาผลของชนิดและระดับความเข้มข้นของสาร antioxidant ที่เหมาะสมต่อคุณภาพน้ าเชื้อและ
อัตราการผสมติดในไก่พื้นเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวที่ผ่านการเก็บรักษาแบบแช่แข็ง 
ตารางที่ ข. 13 แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ ผลของการเสริมชนิดและระดับความเข้มข้นของสาร 
  antioxidant ร่วมกับ extender (EK) และ 6%DMF ต่ออัตราการเคล่ือนท่ีรวม 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 3918.983 10 391.898 69.290 .000 
(Treatment)      
Within Groups 124.430 22 5.656   
(ความคลาดเคล่ือน)      
Total 4043.412 32    
หมายเหตุ: Treatment คือ วิตามินอีท่ีระดับความเข้มข้น 1.16, 2.31 และ 3.48 mM, Cysteine ท่ีระดับความ
     เข้มข้น 0.5, 1.0 และ 5.0 mM และ Glutathione ท่ีระดับความเข้มข้น 0.025, 0.05 และ 0.1 mM  
ตารางที่ ข. 14 แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ ผลของการเสริมชนิดและระดับความเข้มข้นของสาร antioxidant 
          ร่วมกับ extender (EK) และ 6% DMF ต่ออัตราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้า 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 1221.855 10 122.186 51.610 .000 
(Treatment)      
Within Groups 52.084 22 2.367   
(ความคลาดเคลื่อน)      
Total 1273.939 32    
หมายเหตุ: Treatment คือ วิตามินอีท่ีระดับความเข้มข้น 1.16, 2.31 และ 3.48 mM, Cysteine ท่ีระดับความ
     เข้มข้น 0.5, 1.0 และ 5.0 mM และ Glutathione ท่ีระดับความเข้มข้น 0.025, 0.05 และ 0.1 mM 
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ตารางที่ ข. 15 แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ ผลของการเสริมชนิดและระดับความเข้มข้นของสาร antioxidant 
          ร่วมกับ extender (EK) และ 6% DMF ต่ออัตราการมีชีวิตรอด 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 4129.186 10 412.919 164.434 .000 
(Treatment)      
Within Groups 55.245 22 2.511   
(ความคลาดเคล่ือน)      
Total 4184.431 32    
หมายเหตุ: Treatment คือ วิตามินอีท่ีระดับความเข้มข้น 1.16, 2.31 และ 3.48 mM, Cysteine ท่ีระดับความ
     เข้มข้น 0.5, 1.0 และ 5.0 mM และ Glutathione ท่ีระดับความเข้มข้น 0.025, 0.05 และ 0.1 mM 
 
ตารางที่ ข. 16 แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ ผลของการเสริมชนิดและระดับความเข้มข้นของสาร antioxidant 
ร่วมกับ extender (EK) และ 6% DMF ต่ออัตราการผสมติด 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 4363.585 10 436.358 28.368 .000 
(Treatment)      
Within Groups 338.405 22 15.382   
(ความคลาดเคล่ือน)      
Total 4701.989 32    
หมายเหตุ: Treatment คือ วิตามินอีท่ีระดับความเข้มข้น 1.16, 2.31 และ 3.48 mM, Cysteine ท่ีระดับความ









ตารางที่ ข. 17 แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ ผลของการเสริมชนิดและระดับความเข้มข้นของสาร antioxidant 
          ร่วมกับ extender (EK) และ 6% DMF ต่อการเกิด MDA 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 4862.728 4 486.273 3.630E3 .000 
(Treatment)      
Within Groups 27.043 10 1.229   
(ความคลาดเคล่ือน)      
Total 4889.771 14    
หมายเหตุ: Treatment คือ วิตามินอีท่ีระดับความเข้มข้น 1.16, 2.31 และ 3.48 mM, Cysteine ท่ีระดับความ
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7.2 งานวิจัยที่ก าลังด าเนินการ มี 3 เร่ือง 
1. การเก็บรักษาน  าเชื อปลากะโห้โดยวิธีการแช่แข็ง  
 (เป็นผู้หัวหน้าโครงการวิจัย รับผิดชอบโครงการวิจัย 70%) 
2. การเก็บรักษาน  าเชื อไก่พื นเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว โดยวิธีการแช่แข็ง 
 (เป็นผู้หัวหน้าโครงการวิจัย รับผิดชอบโครงการวิจัย 50%) 
     3. การพัฒนาและเพิ่มผลผลิตปลาสวายโมง (Thai Panga) เพื่อการส่งออก  
      (เป็นผู้หัวหน้าโครงการวิจัย รับผิดชอบโครงการวิจัย 35%) 
ประวัติผู้ร่วมวิจัย (1) 
1. ช่ือ (ภาษาไทย) นาย ธีระชัย   ช่อไม้   
     (ภาษาอังกฤษ)       Mr. THEERACHAI   CHORMAI 
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2. หมายเลขประจ าตัวประชาชน 3-1014-00087-67-1   รหัสนักวิจัย (วช.)  49040073 




























5. สาขาที่มีความช านาญพิเศษ (แตกต่างจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชา 
  การปรับปรุงพันธุ์โคเนื อ และสัตว์ปีก 
6. ประวัติการท างาน 
       ปี                ต าแหน่ง   หน่วยงาน 
2526-2541                     นักวิชาการสัตวบาล      สถานีบ ารุงพันธุ์สัตว์ปราจีนบุรี 
2542-2545            นักวิชาการสัตวบาล            สถานีวิจัยทดสอบพันธุ์สัตว์สระแก้ว 
2546-ปัจจุบัน                        ผู้อ านวยการศูนย์วิจัย          ศูนย์วิจัยและบ ารุงพันธุ์สัตว์กบินทร์บุรี 
7.ประสบการณ์ที่ส าเร็จแล้ว: ชื่อเร่ือง ปีที่พิมพ์ และสถานภาพการท างานวิจัย เป็นหัวหน้า
โครงการวิจัย หรือผู้ร่วมวิจัย 
 ชือ่                ปีที่เผยแพร่  สถานภาพในการวิจัย  
1. ดัชนีคัดเลือกโครุ่นพันธุ์บราห์มัน                      2539               หัวหน้าโครงการวิจัย      
2. สถานภาพงานวิจัยโคเนื อในประเทศไทย.                     2539               หัวหน้าโครงการวิจัย 
3. ค่าพารามิเตอร์ทางพันธุศาสตร์ของโคบราห์มัน               2540               หัวหน้าโครงการวิจัย      
4. สถานภาพการเลี ยงไก่พื นเมืองในหมู่บ้าน                      2541               หัวหน้าโครงการวิจัย 
   รอบสถานีบ ารุงพันธุ์สัตว์สระแก้ว 
5. สมรรถภาพการเจริญเติบโตและลักษณะ                       2544                หัวหน้าโครงการวิจัย 
   ซากของโคป่าลูกผสม พ่อวัวกระทิงและ  
   วัวแดงกับแม่โค บราห์มันและเรดซินดี 
6. ผลของการใช้มันส าปะหลังต่อผลผลิ                            2544                หัวหน้าโครงการวิจัย   
   ของไก่พื นเมือง ช่วงอายุ 0-16 สัปดาห ์
7. สมรรถภาพการเจริญเติบโต และลักษณะซากของ            2544                หัวหน้าโครงการวิจัย   
   โคป่าลูกผสม พ่อวัวกระทิง และวัวแดง กับแม่พันธุ์ 
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   บราห์มันและเรดซินดี 
8. อัตราพันธุกรรมของลักษณะท่ีส าคัญทาง                       2545                หัวหน้าโครงการวิจัย   
   เศรษฐกิจของโคกบินทร์บุรีระยะแรกเกิดถึงอายุ 1 ปี 
9. สมการท านายน  าหนักตัวโคกบินทร์บุรีช่ัวอายุท่ี 1             2545                ผู้ร่วมโครงการวิจัย 
10. สมรรถภาพการเจริญเติบโตของเป็ดบาร์บารี่ 2 สายพันธุ์   2545                ผู้ร่วมโครงการวิจัย 
     เมื่อเลี ยงด้วยส าปะหลังระดับต่างๆ 
11. การเปรียบเทียบสมรรถภาพการขุน และลักษณะซาก       2546                หัวหน้าโครงการวิจัย 
     ระหว่างโคลูกผสมทาเรนเทส-บราห์มันและโคลูกผสม 
     ซิมเมนทอล-บราห์มัน 
12. การเลี ยงโคกบินทร์บุรีโดยใช้พื นท่ีแปลงหญ้าแบบจ ากัด      2546               หัวหน้าโครงการวิจัย 
13. การสร้างฝูงไก่พื นเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว                      2548                 หัวหน้าโครงการวิจัย        
     ลักษณะภายนอกของไก่เมื่อถึงช่ัวอายุท่ี 1 และ 2 
14. สมรรภาพการผลิตไก่พื นเมืองท่ีระดับโปรตีนในอาหาร       2548                ผู้ร่วมโครงการวิจัย 
     ต่างๆกัน 
15. การสร้างฝูงไก่พื นเมืองจ านวน 4 พันธุ์                         2549                 ผู้ร่วมโครงการวิจัย        
     (ประดู่หางด า, เหลืองหางขาว, แดง และชี) 
16. ประสิทธิภาพการใช้กล่องรักษาอุณหภูมิเป็นภาชนะ     2549                 ผู้ร่วมโครงการวิจัย  
     ขนส่งน  าเชื อแช่เย็น  ส าหรับผสมเทียมไก่พื นเมืองในภาคสนาม 
17. การสร้างฝูงไก่พื นเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว                     2550               หัวหน้าโครงการวิจัย 
     สมรรถภาพการผลิตและค่าพารามิเตอร์ทางพันธุกรรม 
     ของลักษณะน  าหนักตัวของไก ่
18. สมรรถภาพการเจริญเติบโตของโคกบินทร์บุรีเพศผู้        2550             ผู้ร่วมโครงการวิจัย  
     ในระยะทดสอบ 
19. สมรรรถภาพการผลิตของไก่พื นเมืองพันธุ์ประดู่             2550              ผู้ร่วมโครงการวิจัย  
     หางด า, พันธุ์เหลืองหางขาว, พันธุ์แดง และพันธุ์ชี. 
20. อาทิตย์ ใหญ่ลา, เนรมิต สุขมณี, ธีระชัย ช่อไม้ และวรวิทย์ สิริพลวัฒน์. 2551. การถ่ายทอด
ลักษณะทางพันธุกรรมของสีแข้งในไก่พื นเมืองไทยพันธุ์เหลืองหางขาว. การประชุมวิชาการ
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ครั งท่ี 46. กรุงเทพฯ. น. 107-114. 
21. อาทิตย์ ใหญ่ลา, เนรมิต สุขมณี, ธีระชัย ช่อไม้ และวรวิทย์ สิริพลวัฒน์. 2551. การถ่ายทอด
ลักษณะทางพันธุกรรมของสีขนในไก่พื นเมืองไทยพันธุ์เหลืองหางขาว. วารวารวิทยาศาสตร์




ปัจจุบันก าลังด าเนินการวิจัย 
1. โครงการย่อยท่ี 4. การเลี ยงโคกบินทร์บุรีของกรมปศุสัตว์ภายใต้การเลี ยงของเกษตรกร 
           4.1 สมรรถภาพการผลิตโคกบินทร์บุรีในสภาพฟาร์มเกษตรกรเครือข่าย (2550- 
                2554) (เลขทะเบียนวิจัย (50)(1)-(50:4.1)-0206-006) 
           4.2 ผลตอบแทนทางเศรษฐกิจและสังคม ของการผลิตโคกบินทร์บุรีของเกษตรกร  
            ฟาร์มเครือข่าย (2550-2554) 
2. โครงการทดสอบสมรรถภาพโคเนื อกรมปศุสัตว์และเกษตรกรฟาร์มเครือข่าย (51(1)- 0206-003) 
                     2.3 การทดสอบสมรรถภาพโคพันธุ์กบินทร์บุรีของกรมปศุสัตว์และเกษตรกรฟาร์ม
       เครือข่าย (เลขทะเบียนวิจัย 51(1)-(51.3)- 0206-003) 
ปัจจุบันด าเนินโครงการวิจัยสิ นสุดลงแล้ว 
1. โครงการสร้างฝูงไก่พื นเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว” (2546-2550) 
ประวัติผู้ร่วมวิจัย (2) 
1. ชื่อ – นามสกุล (ภาษาไทย) :   นายเทวินทร์   วงษ์พระลับ 
  (ภาษาอังกฤษ) :   Mr. Thevin   Vongpralub 
2. เลขหมายประจ าตัวประชาชน :   3 – 4007 – 00805 – 33 - 9 
3. ต าแหน่งปัจจุบัน : รองศาสตราจารย์ ระดับ 9 
4. หน่วยงานสังกัด: ภาควิชาสัตวศาสตร์ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 40002  

























Dr. Sc. Agr. 









    6.1 ชื่อแผนงานวิจัยในฐานะผู้อ านวยการ: การเก็บรักษาเชื อพันธุ์ในโคพื นเมืองโดยวิธีการแช่แข็ง 
(สิ นสุดปีงบประมาณ 2550) 
    6.2 ชื่อโครงการวิจัยในฐานะหัวหน้าโครงการ : การแช่แข็งตัวอ่อนโคพื นเมืองท่ีผ่านการคัดเพศ 
(สิ นสุดปีงบประมาณ 2550) 
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    6.3 งานวิจัยที่ท าเสร็จ : ช่ือผลงานวิจัย  ปีท่ีพิมพ์ และสถานภาพในการวิจัย 
เทวินทร์ วงษ์พระลับ, พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา, วีระ ภาคอุทัย, พรชัย ล้อวิลัย, ฉลอง วชิราภากร และ 
 วิษณุ วิเชียรสรรค์. 2534. การศึกษาถาวรภาพในการเลี ยงโคนมของเกษตรกรรายย่อยในภาค
 ตะวันออกเฉียงเหนือ รายงานการวิจัยเสนอต่อสถาบันวิจัยและพัฒนา มหาวิทยาลัยขอนแก่น 
 (หัวหน้าโครงการ) 
เทวินทร์ วงษ์พระลับ และ มนต์ชัย ดวงจินดา. 2538. อิทธิพลของจ านวนเซลล์กรานูโลซาต่อการพัฒนา
 ตัวอ่อนของหนูขาวเมื่อเพาะเลี ยงร่วมกันในหลอดทดลอง. แก่นเกษตร 23:37-43. (หัวหน้า
 โครงการ) 
เทวินทร์ วงษ์พระลับ, พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา, บุญตา ธรรมบุตร และ มานิตย์ สนธิไชย. 2539. 
 อิทธิพลของน  ายาเจือจางและรูปแบบภาชนะท่ีใช้ขนส่งในสภาพสนามต่อคุณภาพน  าเชื อสุกร. 
 แก่นเกษตร 24(2):81-89. 
เทวินทร์ วงษ์พระลับ, บัญญัติ เหล่าไพบูลย์, พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา, ปิยศักด์ิ สุวรรณี, ประมร เมือง
 พรม และ พิทักษ์ เผ่าผา. 2542. การศึกษาเบื องต้นในการเก็บรักษาคุณภาพน  าเชื อแบบแช่แข็ง
 ในโคพื นเมือง. วารสารวิจัย มข. 4:22-28. 
เทวินทร์ วงษ์พระลับ, พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา, อดศักด์ิ สังข์แก้ว และ กฤตพล สมมาตย์. 2542. 
 การศึกษาเบื องต้นในการเก็บรักษาน  าเชื อกวางซิก้าแบบแช่แข็ง. วารสารสัตว์ป่าเมืองไทย. 7:9-
 12. 
เทวินทร์ วงษ์พระลับ, พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา, อดิศักด์ิ สังข์แก้ว และ บุญตา ธรรมบุตร. 2543. การ
 เก็บรักษาน  าเชื อและตัวอ่อนสุกรพื นเมืองโดยวิธีแช่แข็ง. รายงานการวิ จัยโครงการวิจัยจาก
 ทุนอุดหนุนการวิจัย ประเภทอุดหนุนท่ัวไป ปีงบประมาณ 2541. มหาวิทยาลัยขอนแก่น. 
สุจินต์ สิมารักษ์, เทวินทร์ วงษ์พระลับ, ยุพา หาญบุญทรง และ พิรวิทย์ เชื อวงษ์บุญ. 2543. การเลือก
 เพศตัวอ่อนโคนมด้วยเทคนิคการเพิ่มขยายยีน. รายงานการวิจัยโครงการวิจัยจากทุนอุดหนุน
 การวิจัย ประเภทอุดหนุนท่ัวไป ปีงบประมาณ 2541. มหาวิทยาลัยขอนแก่น. 
เทวินทร์ วงษ์พระลับ, วิทยา ฉินชิยานนท์, พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา, อดิศักด์ิ สังข์แก้ว, สนั่น เหลียง
 ไพบูลย์, บัญญัติ เหล่าไพบูลย์, พรชัย ล้อวิลัย และ อารียา ทองประยูร. 2544. ความยาวของ
 เส้นรอบวงอัณฑะและคุณลักษณะน  าเชื อกวางป่าในฤดูกาลท่ีแตกต่างกัน. วารสารวิจัย มข. 
 6:25-33. 
สุจิตรา อาจริยะวัฒนกุล, เทวินทร์ วงษ์พระลับ, บัญญัติ เหล่าไพบูลย์ และ พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา. 
 2544. ผลของระดับเบต้าแคโรทีนในอาหารต่อคุณภาพน  าเชื อไก่พื นเมือง. วารสารสัตว
 แพทยศาสตร์ มข. 11:1-11. 
เทวินทร์ วงษ์พระลับ, พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา, พิทักษ์ เผ่าผา, อดิศักด์ิ สังข์แก้ว, มังกร วงษ์ศรี และ 
 มานิตย์ สนธิไชย. 2545. การเก็บรักษาน  าเชื อและคัพภะโคพื นเมืองไทยโดยวิธีแช่แข็ง. รายงาน
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 การวิจัย. โครงการวิจัยจากทุนอุดหนุนการวิจัย ประเภทอุดหนุนท่ัวไป ปีงบประมาณ 2542. 
 มหาวิทยาลัยขอนแก่น. 
เทวินทร์ วงษ์พระลับ, พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา,บัญญัติ เหล่าไพบูลย์ และบุญตา ธรรมบุตร. 2546. ผล
 ของระบบโรงเรือนต่อสมรรถภาพทางการสืบพันธุ์ของสุกรพ่อพันธุ์.แก่นเกษตร.31:110-118. 
เทวินทร์ วงษ์พระลับ, วิทยา ฉินธิยานนท์, สนั่น เหลียงไพบูลย์, อารียา ทองประยูร, ทองใบ ยะวงษา, 
 พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา, มนต์ชัย ดวงจินดา และบัญญัติ เหล่าไพบูลย์. 2547. การผสมเทียม
 ในกวางป่า.การประชุมสัมมนาวิชาการเกษตรแห่งชาติ สาขาสัตวศาสตร์/สัตวบาล คณะ
 เกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น. 
พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา,วิทยา ฉินธิยานนท์,เทวินทร์ วงษ์พระลับ,สนั่น เหลียงไพบูลย์,ยุพิน ผาสุข และ
 อารียา ทองประยูร. 2547. การควบคุมการเป็นสัดในกวางป่าโดยใช้ฮอร์โมนโพรสตาแกรนดิน
 เอฟ-2 –แอลฟา.การประชุมสัมมนา วิชาการเกษตรแห่งชาติ สาขาสัตวศาสตร์/สัตวบาล คณะ
 เกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น. 
สุจิตรา อาจริยะวัฒนกุล, เทวินทร์ วงษ์พระลับ, วิศาส ศรีสุริยะ, พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา และ สัมฤทธิ์ 
 แสนบัว. 2547. ผลของการเสริมออกซิโตซินในน  าเชื อเจือจางต่ออัตราการผสมติดและจ านวน
 ลูกต่อครอกในสุกร.สุกรสาส์น 30: 67-74. 
เทวินทร์ วงษ์พระลับ, พีรวิทย์ เชื อวงษ์บุญ และพิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา. 2548. ผลของการเลี ยงเซลล์
 เยื่อบุท่อน าไข่โคร่วมกับตัวอ่อนต่อการมีชีวิตรอดของตัวอ่อนสุกรพื นเมืองท่ีผ่านการแช่แข็ง
 แบบ vitrification. แก่นเกษตร33(3): (รอการตีพิมพ์เผยแพร่) 
เทวินทร์ วงษ์พระลับ วิทยา ฉินชิยานนท์ สนั่น เหลียงไพบูลย์ อารียา ทองประยูร ทองใบ ยะวงษา 
 พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา มนต์ชัย ดวงจินดา และ บัญญัติ เหล่าไพบูลย์. 2549. การผสมเทียม
 กวางป่าโดยก าหนดเวลาภายใต้การควบคุมการเป็นสัด. การประชุมสัมมนาวิชาการสัตวศาสตร์ 
 คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น หน้า 405 – 412. 
ธัญญา คงนวลอินทร์ เทวินทร์ วงษ์พระลับ และ บัญญัติ เหล่าไพบูลย์. 2549. อิทธิพลของอุณหภูมิน  า
 ด่ืมต่อสมรรถภาพทางการผลิตของไก่ไข่ในช่วงฤดูร้อน. 2549. การประชุมสัมมนาวิชาการสัตว
 ศาสตร์ ครั งท่ี 2 คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น หน้า 506 – 517. 
พงศ์เทพ พลแสง และ เทวินทร์ วงษ์พระลับ. 2549 ผลการนวดปุ่มกระสันภายหลังการผสมเทียมต่อ
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6.4 งานวิจัยที่ก าลังท า :  
การปรับปรุงพันธุ์ไก่พื นเมืองไทยประดู่หางด าและชีด้วยดัชนีการคัดเลือก (ปีงบประมาณ 2550 
– 2553) แหล่งทุนจาก สกว. (ผู้ร่วมวิจัย) 
